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La presente invention est relative ade nouveaux composes comprenant un agent 
actif cytotoxique et/ou cytostatique couple a un systeme d'adressage. Plus 
particulierement, la presente invention concenie un compose comprenant un alcaloide 
de Vinca couple a un anticorps capable de se Her specifiquement au recepteur humain du 
facteur de croissance 1 apparente a l'insuline IGF-1R et/ou capable d'inhiber 
specifiquement l'activite tyrosine kinase dudit recepteur IGF-1R, notamment 
monoclonal d'origine murine, chimerique, primatise, humanise et humain. L'invention 
porte egalement sur le mode de couplage des elements dudit compose et comprend aussi 
l'utilisation de ces composes a titre de medicament pour le traitement prophylactique 
et/ou therapeutique du cancer, plus particulierement des cancers surexprimant 1'IGF-1R 
ou de toute pathologie liee a la surexpression dudit recepteur. 

Actuellement, avec la chirurgie et la radiotherapie, la chimiotherapie represente 
un des moyens les plus efficaces pour lutter contre le cancer. De nombreux agents 
cytotoxiques et/ou cytostatiques ont ete isoles ou synthetises et permettent de detruire ou 
de reduire, si ce n'est defmitivement, au moins de maniere significative les cellules 
tumorales. Cependant, l'activite toxique de ces agents n'est pas limitee aux cellules 
tumorales mais les cellules non tumorales sont egalement touchees et peuvent <etre 
detruites. Plus particulierement, des effets secondares sont observes sur les cellules a 
renouvellement rapide comme les cellules hematopoietiques ou les cellules de 
l'epithelium, notamment des muqueuses. A titre d'illustration, les cellules du tractus 
gastro-intestinal sont fortement touchees par 1'utilisation de cytotoxiques. 

Un des buts de la presente invention est de pouvoir disposer d'un compose 
permettant de limiter les effets secondaires sur les cellules saines tout en conservant une 
forte cytotoxicite sur les cellules tumorales. 

Selon une approche originate, la demanderesse a cherche, plutot que de 
developper de nouvelles molecules, a pallier au probleme de toxicite de molecules 
connues en limitant l'acces desdites molecules aux cellules tumorales. Pour ce faire, la 
demanderesse a devetoppe un systeme d'adressage de type anticorps permettant de 
cibler uniquement les cellules tumorales. 

Un des avantages de cette approche est de pouvoir utiliser des cytotoxiques 
connus et bien definis au niveau pharmacologique et pharmacocinetique. En outre, il est 
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alors possible d'utiliser des cytotoxiques forts jusqu'a present delaisses au profit de 
cytotoxiques moins forts dont 1 'index therapeutique est meilleur (done presentant moins 
d'effets secondaires). 

Un autre avantage reside dans P utilisation d'un anticorps, e'est-a-dire d'un 

5 produit d'origine biologique ne rajoutant pas de toxicite a celle du cytotoxique. De plus, 
comme il sera developpe par la suite, le choix de Panti corps permet de cumuler a 
Taction du cytotoxique sa propre activite biologique. 

La Demanderesse a mis en evidence que Putilisation d'un alcaloide de Vinca 
couple a un dispositif d'adressage presente un interet en chimiotherapie. 

10 Selon un premier aspect, la presente invention a pour objet un compose 

comprenant au moins une molecule d'agent actif couple a un systeme d'adressage, ladite 
au moins une molecule d' agent actif etant un compose cytotoxique et/ou cytostatique 
fort choisi parmi les alcaloides de Vinca et ledit systeme d'adressage etant un anticorps 
polyclonal ou monoclonal pouvant etre bispecifique, ou Pun de ses fragments 

15 fonctionnels, capable de cibler, de preference specifiquement, les cellules tumoral es. 

Un avantage d'un compose selon 1 'invention est que Pagent actif est directement 
amene par 1 'anticorps au niveau des cellules cibles et, outre le fait de ne pas degrader les 
autres cellules, son activite biologique n'est pas diminuee. 

Un des avantages lies a Putilisation d'anti corps comme systeme d'adressage est 

20 qu'il est possible de leur coupler plusieurs agents actifs, augmentant ainsi l'efficacite du 
compose. En effet, le compose etant directement amene au niveau des cellules cibles, le 
fait de disposer de plusieurs agents actifs n'entrainera pas d 'augmentation des effets 
secondaires, mais uniquement une augmentation de 1 'effet in situ souhaite sur les 
cellules tumorales. 

25 A titre d'exemples non limitatifs d'anticorps de ciblage utilisables selon 

Pinvention, on peut citer, sans aucune limitation, les anticorps CeaVac visant les 
cellules tumorales colorectales, Y Theragyn/pemtumomab et OvaRex visant les cellules 
tumorales ovariennes. 

La presente invention concerne un compose tel que decrit plus haut qui 

30 comprend de 1 a 50 molecules d'agent actif, preferentiellement de 1 a 10 et encore 
mieux de i a 6. Le choix du nombre de molecules d'agent actif depend, entre autre, du 
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poids moleculaire de chacun des elements. Par exemple, a titre indicatif, pour un 
anticorps de type IgGl d'un poids moleculaire de 150 000 Da, il est prefere de coupler 
de 4 a 6 molecules de vinblastine d'un poids moleculaire de 900 Da (Petersen et al., 
Cancer Res., 1991, 51:2286). Si P anticorps est conjugue avec une quantite trop 
5 importante de cytotoxiques, ceux-ci risquent de masquer le site de reconnaissance pour 
Pantigene et diminuer son activite. 

Dans la pratique, le compose objet de Pinvention est utilise a titre de 
medicament et, plus particulierement, de medicament destine au traitement du cancer. 

La presente invention se distingue de Tart anterieur en ce sens que le choix de 
10 P anticorps vise non seulement le ciblage de cellules tumoral es comme decrit plus haut, 
mais egalement en ce que ledit anticorps presente une activite intrinseque sur les 
cellules tumorales. 

Selon une autre forme d 'execution de Pinvention, le compose tel que decrit plus 
haut est egalement capable d'inhiber la proliferation des cellules tumorales et/ou la 

15 restauration des fonctions apoptotiques en bloquant les signaux de transduction, la 
progression des cellules en cycle cellulaire et/ou la disponibilite du recepteur en 
membrane (phenomenes d'internalisation et de degradation dudit recepteur) ou, de 
reverter un phenotype de resistance a Papoptose dans le cas d'un anticorps dirige contre 
PIGF-IR dans la mesure ou it est largement decrit qu'une surexpression de ce recepteur 

20 confere aux cellules tumorales un moyen de resister a Papoptose et notamment par 
Papoptose induite par les composes de chimiotherapie (Beech D. J. et al., Oncology 
reports, 2001, 8:325-329 ; Grothe A. et al., J. Cancer Res. clin Oncol., 1999, 125:166- 
173). Un autre mecanisme d'action du compose tel que decrit ci-dessus peut etre lie a la 
partie Fc de Panticorps, si un anticorps entier est utilise, et consister en la mise en place 

25 de mecanismes effecteurs tels que PADCC (cytotoxicite cellulaire anticorps 
dependante) et la CDC (cytoxicite dependante du complement). 

A titre d'exemple non limitatif d'anticorps, on peut citer PAvastin/Bevacizumab 
agissant au niveau des cancers colorectaux en interferant avec Pangiogenese tumorale, 
le Rituxan/rituximab dont Pactivite est principalement liee aux fonctions effectrices de 

30 la molecule et notamment PADCC ainsi que PHerceptin/trastuzumab agissant par 
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inhibition de transduction des signaux, inhibition de la progression des cellules en cycle 

cellulaire et egalement en grande partie par mise en route de mecanismes d'ADCC. 

Les alcaloides de Vinca correspondent a la famille de composes naturels dont la 

vinblastine, la vincristine, l'anhydrovinblastine et la leurosine, presents en quantite dans 

les plantes, sont des exemples demonstratifs. 

Par alcaloides de Vinca, il faut aussi entendre tous les derives presents en faible 

quantite comme la deoxyvinblastine, la leurosidine pris a titre d'exemples non limitatifs. 

II faut aussi entendre les derives de structure naturelle mais obtenus par synthese 
comme, sans aucune limitation, Tanhydrovinblastine. 

Par alcaloide de Vinca il faut aussi entendre l'ensemble des composes derives de 
ces composes naturels par modification chimique ou biochimique en une ou plusieurs 
etapes. Ces modifications peuvent porter sur la partie "vindoline" ou sur la partie 
"velbanamine" ou sur les deux parties simultanement. Les alcaloides de Vinca, en tant 
que tels, sont connus de Phomme de Part (Antitumor Bisindole Alkaloids from 
Catharanthus roseus (L.)). The Alkaloids, Brossi A. et al., M. Ed. Academic Press Inc. 
San Diego, vol 37, 1990 ; Jacquesy J.C. et al., Biomedical Chemistry: Applying 
Chemical Principles to the Understanding and Treatment of Disease, edite chez 
Torrence, P.F., John Wiley and Sons Inc.: New York, 2000, pp. 227-246 ; Fahy J. et al., 
J. Current Pharm. Des., 2001, 7:1181-97 ; Duflos A. et ah, Novel Aspects of Natural 
and Modified Vinca Alkaloids. Curr. Med. Chem. - Anti-Cancer Agents, 2002, 2:55- 
70). 

Les derives preferes selon la presente invention sont ceux qui presentent un 
interet pharmacologique etabli par des tests de cytotoxicity d'activite sur certaines cibles 
specifiques, comme la tubuline, ou ayant demontre des avantages lors de tests in vivo 
sur Tanimal. Parmi ces composes on peut citer les derives actuellement utilises dans les 
chimiotherapies anticancereuses : la vinblastine, la vincristine, la vindesine et la 
vinorelbine ainsi que les derives ayant demontre un interet lors d'etudes cliniques telles 
que la vinepidine, la vinfosiltine, la vinzolidine et la vinflunine. 

L'invention repose done, en partie, sur le choix d'un cytotoxique original contre 
tout prejuge de Part anterieur. 
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Plus particulierement, la presente invention a pour objet un compose tel que 
decrit plus haut dans lequel ledit alcaloide de Vinca est selectionne parmi la vinblastine, 
la deoxyvinblastine, la deoxyleurosidine, la vincristine, la vindesine, la vinorelbine, la 
vinepidine, la vinfosiltine, la vinzolidine, la vinflunine. 
5 L'objet de ^invention a plus precisement ete mis en evidence et exemplifie a 

l'aide de la deoxyvinblastine et de son isomere 4'-S, communement denomme 
deoxyleurosidine. 

La structure de chacun de ces deux composes est decrite depuis de nombreuses 
annees mais leur activite pharmacologique est consideree comme moderee ou faible 

10 (Neuss N. et.al., Tetrahedron Letters, 1968, N° 7, pp 783-7 ; United State Patent 
4,143,041, Eli Lilly and Company, Filed Nov. 25, 1977 ; et recemment Kuehne M. E. et 
al., J. Org. Chem., 1989, 54, 14:3407-20 ; Kuehne M. E., Org. Biomol. Chern., 2003, 
1:2120-36). Leur reel interet en tant que compose doue d'une activite pharmacologique 
antitumorale incontestable n'avait jamais ete decrit et mis en evidence par des 

15 experimentations in vivo sur des modeles de tumeur murine. : 

La presente invention concerne done un compose tel que decrit plus haut dans 
lequel ledit alcaloide de Vinca est la deoxyvinblastine (4'-R) et/ou la deoxyleurbsidine 
(4 S -S). 

Uactivite superieure de ces deux derives a ete mise en evidence contre la 
20 leucemie murine P388 greffee par voie intraveineuse au jour 0. Le compose est 
administre par voie intra peritoneale en simple dose au jour I . Le protocole de ce test est 
decrit par Kruczynski A. et al., Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 1998, volume 
41, pages 437 a 447. 

Classiquement, l'activite in vivo de composes cytotoxiques est exprimee par le 
25 T/C a une dose exprimee en mg par kg. Le T/C correspond au rapport, multiplie par 1 00, 
de la mediane du temps de survie des animaux traites sur la mediane du temps de survie 
des animaux controles. 

A titre d'exemple, pour des cytotoxiques utilises a ce jour, l'activite maximale du 
sulfate de vinblastine est exprimee a la dose de 5 mg/kg avec T/C = 143. L'activite 
30 maximale du sulfate de vincristine est exprimee aux doses de 1,25 et 2,5 mg/kg avec 
T/C = 143 dans les deux cas. 
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De facon inattendue, le ditartrate de deoxyvinblastine exprime son activite 
maximale a la dose de 20 mg/kg avec T/C = 214 et le ditartrate de -deoxyleurosidine 
exprime son activite maximale a la dose de 2,5 mg/kg avec T/C = 200. 

Au vu de ces resultats, la presente invention concerne done l'utilisation de la 
deoxyvinblastine (4'-R) et/ou la deoxyleurosidine (4'-S), collectivement appele 
deoxyvinblastine dans la suite de la description, pour le traitement du cancer. 

Selon une forme preferee, comme decrit plus haut, la presente invention 
envisage le couplage de la deoxyvinblastine a un compose de type anticorps monoclonal 
ou polyclonal, de preference monoclonal. 

Plus particulierement, comme il sera decrit par la suite, un anticorps prefere 
entrant dans le compose objet de la presente invention est un anticorps monoclonal ou 
polyclonal, de preference monoclonal, qui reconnaitra specifiquement et avec une forte 
affinite 1TGF-IR et qui presentera la capacite d'inhiber la croissance des tumeurs, plus 
particulierement des tumeurs exprimant 1TGF-IR. 

Le recepteur du facteur de croissance I apparente a l'insuline denomme IGF-IR 
("IGF-IR" pour "Insuline-like Growth Factor-I Receptor") est un recepteur a activite 
tyrosine kinase comportant 70 % d'homologie avec le recepteur a l'insuline IR ("IR" 
pour "Insuline Receptor"). L'IGF-IR est une glycoproteine de poids moleculaire 
d'environ 350 000. C'est un recepteur heterotetramerique dont chaque moitie -reliee par 
des ponts disulfure- est composee d'une sous unite a extracellulaire et d'une sous unite P 
transmembranaire. L'IGF-IR fixe 1'IGF I et 1'IGF II avec une tres forte affinite (Kd # 1 
nM) mais est egalement capable de se Her a l'insuline avec une affinite 100 a 1 000 fois 
moindre. Inversement, l'IR fixe l'insuline avec une tres forte affinite alors que les IGFs 
ne se fixent au recepteur a l'insuline qu'avec une affinite 100 fois inferieure. Le domaine 
tyrosine kinase de 1'IGF-IR et de l'IR presente une tres forte homologie de sequence 
alors que les zones de plus faible homologie concement respectivement la region riche 
en cysteine situee sur la sous unite a et la partie C-terminale de la sous unite p. Les 
differences de sequences observees dans la sous unite a sont situees dans la zone de 
fixation des ligands et sont done a l'origine des affinites relatives de l'lGF-IR et de l'IR 
pour les IGFs et l'insuline respectivement. Les differences dans la partie C-terminale de 
la sous unite P resultent en une divergence dans les voies de signalisation des deux 
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recepteurs ; FIGF-IR mediant des effets mitogeniques, de differentiation et d'anti- 
apoptose, alors que I'activation de TIR entraine principalement des effets au niveau des 
voies metaboliques (Baserga et al., Biochim. Biophys. Acta, 1332:F105-126, 1997 ; 
Baserga R., Exp. Cell. Res., 253:1-6, 1999). 

5 Les proteines tyrosine-kinases cytoplasmiques sont activees par la fixation du 

ligand au domaine ex trace! lulaire du recepteur. L'activation des kinases entraine a son 
tour la stimulation de differents substrats intracellulaires, incluant HRS-1, ttRS-2, She 
et Grb 10 (Peruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 125:166-173, 1999). Les deux 
substrats majeurs de PIGF-IR sont IRS et She qui medient, par l'activation de nombreux 

10 effecteurs en aval, la plupart des effets de croissance et de differentiation lies a la 
fixation des IGFs a ce recepteur. La disponibilite de substrats peut par consequent dieter 
Teffet biologique final lie a I'activation de 1'IGF-IR. Lorsque l'IRS-1 predomine, les 
cellules tendent a proliferer et a se transformer. Lorsque She domine, les cellules tendent 
a se differencier (Valentinis B. et al., J. Biol. Chem., 274:12423-12430, 1999). II semble 

15 que la voie principalement en cause pour les effets de protection contre Papoptose soit la 
voie des phosphatidylinositol 3-kinases (PI 3-kinases) (Prisco M. et al., Horm. Metab. 
Res., 31:80-89, 1999 ; Peruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 125:166-173, 
1999). 

Le role du systeme IGF dans la cancerogenese est devenu le sujet de recherches 
20 intensives dans les dix dernieres annees. Cet interet a suivi la decouverte du fait qu'en 
plus de ses proprietes mitogeniques et anti-apoptotiques, T1GF-IR semble etre requis 
pour Tetablissement et la maintenance d'un phenotype transforms En fait, il a ete bien 
etabli qu f une surexpression ou une activation constitutive de TIGF-IR conduit, dans une 
grande variete de cellules, a une croissance des cellules independante du support dans 
25 des milieux depourvus de serum de veau foetal, et a la formation de tumeurs chez la 
souris nude. Ceci n f est pas en soi une propriete unique puisqu'une grande variete de 
produits de genes surexprimes peuvent transformer des cellules, incluant un bon nombre 
de recepteurs de facteurs de croissance. Mais la decouverte cruciale qui a clairement mis 
en evidence le role majeur joue par HGF-IR dans la transformation a ete la 
30 demonstration que les cellules R-, dans lesquelles le gene codant pour l'IGF-IR a ete 
inactive, sont totalement refractaires a la transfonnation par differents agents qui sont 
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habituellement capables de transformer les cellules comme la proteine E5 du papilloma 
virus bovin, une surexpression de 1'EGFR ou du PDGFR, Pantigene T de SV40, ras 
active ou la combinaison de ces deux derniers facteurs (Sell C. et aL, Proc. Natl. Acad. 
ScL, USA, 90:1 1217-1 1221, 1993 ; Sell C. et aL, Mol. Cell. Biol., 14:3604-3612, 1994 ; 
Morrione A. J., Virol, 69:5300-5303, 1995 ; Coppola D. et al., Mol. Cell. Biol., 
14:4588-4595, 1994 ; DeAngelis T et al., J. Cell. Physiol, 164:214-221, 1995). 

L'IGF-IR est exprime dans une grande variete de tumeurs et de lignees tumorales 
et les IGFs amplifiers la croissance tumorale via leur fixation a PIGF-IR. D'autres 
arguments en faveur du role de IGF-1R dans la cancerogenese proviennent d'etudes 
utilisant des anticorps monoclonaux murins diriges contre le recepteur ou des dominants 
negatifs de l'IGF-IR. En effet, des anticorps monoclonaux murins diriges contre l'IGF-IR 
inhibent la proliferation de nombreuses lignees cellulaires en culture et la croissance de 
cellules tumorales in vivo (Arteaga C. et aL, Cancer Res., 49:6237-6241, 1989 ; Li et aL, 
Biochem. Biophys. Res. Com., 196:92-98, 1993 ; Zia F. et aL, J. Cell. Biol., 24:269- 
275, 1996 ; Scotlandi K. et aL, Cancer Res., 58:4127-4131, 1998). II a egalement ete 
montre dans les travaux de Jiang et al. (Oncogene, 18:6071-6077, 1999) qu'un dominant 
negatif de TIGF-IR est capable d'inhiber la proliferation tumorale. 

Selon une forme d'execution preferee, la presente invention a pour objet un 
compose tel que decrit plus haut comprenant un anticorps capable de reconnaitre 
specifiquement et avec une forte affinite LIGF-IR. Cet anticorps n'interagira pas ou peu 
avec le recepteur 1R a Tinsuline. Sa fixation devra inhiber in vitro la croissance des 
tumeurs exprimant TIGF-IR en interagissant principalement avec les voies de 
transduction du signal activees lors des interactions IGF1/IGF-IR et IGF2/IGF-IR. Cet 
anticorps devra etre actif in vivo sur tous les types de tumeurs exprimant l'IGF-IR y 
compris les tumeurs du sein estrogene dependantes et les tumeurs de la prostate, ce qui 
n'est pas le cas pour les anticorps monoclonaux (notes AcM ou ACM) anti-IGF-IR 
actuellement disponibles. En effet TaIR3 ? qui fait reference dans le domaine de TIGF- 
IR, inhibe totalement la croissance de tumeurs du sein estrogene dependantes (MCF-7) 
in vitro mais est sans effet sur le modele correspondant in vivo (Artega C. et aL, J. Clin. 
Invest., 84:1418-1423, 1989). De meme, le fragment scFv-Fc derive du monoclonal 
murin 1H7, n'est que faiblement actif sur la tumeur du sein MCF-7 et totalement inactif 
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sur une tumeur de la prostate androgene independante (Li S.L. et al., Cancer Immunol. 
Immunother., 49:243-252, 2000). 

De maniere surprenante, les inventeurs ont mis en evidence un anticorps 
chimerique (denomme C7C10) et deux anticorps humanises denommes respectivement 
5 h7C10 forme humanisee 1 et h7C10 fonne humanisee 2, derives de 1 'anticorps 
monoclonal murin 7C10, reconnaissant P IGF-IR et repondant a tous les criteres enonces 
ci-dessus, c'est-a-dire a une non reconnaissance du recepteur a Pinsuline, a un blocage 
in vitro de la proliferation IGF1 et/ou IGF2 induite mais egalement a l'inhibition in vivo 
de la croissance de differentes tumeurs exprimant PIGF-IR parmi lesquelles un 

10 osteosarcoma et une tumeur du poumon non a petites cellules mais egalement et plus 
particulierement la tumeur du sein estrogene dependante MCF-7 et une tumeur de la 
prostate androgene independante DU-145. De meme, et de fa?on surprenante, Pintensite 
d'inhibition de la croissance tumorale des cellules MCF-7 in vivo par P anticorps 7:C10 
est comparable, voire significativement superieure, a celle observee avec le tamoxifen 

15 Tun des composes de reference dans le traitement des tumeurs du sein estrogenes 
dependantes. Par ailleurs, il a ete montre que ces anticorps inhibent la phosphorylation 
de la tyrosine de la chaine beta de 1'IGF-IR et de l'lRSl, premier substrat du recepteur. 
En outre, il a ete egalement etabli que ces anticorps provoquent Pinternalisation dudit 
recepteur et sa degradation contrairement a ce qui est habituellement observe avec les 

20 ligands naturels qui permettent le recyclage rapide du recepteur a la surface des cellules. 
Ces anticorps ont pu etre caracterises par leur sequence peptidique et nucleique, 
notamment par la sequence de leurs regions determinant leur complementarite (CDR) 
pourl'IGF-IR. 

Ainsi, selon une forme d'execution preferee, la presente invention a pour objet 
25 un compose tel que decrit plus haut comprenant un anticorps, ou Tun de ses fragments 
fonctionnels, ledit anticorps ou Fun de sesdits fragments etant capable de se lier 
specifiquement au recepteur humain du facteur de croissance I apparente a Finsuline 
IGF-IR et, le cas echeant, capable d'inhiber la fixation naturelle des ligands IGF1 et/ou 
1GF2 de IGF-IR et/ou capable d'inhiber specifiquement Pactivite tyrosine kinase dudit 
30 recepteur IGF-IR. 

LMnteret d'un tel compose est double. 
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D'une part il permet, comme decrit plus haut, d'amener directement le 
cytotoxique au niveau des cellules tumorales, plus particulierement des cellules 
tumorales surexprimant PIGF-IR, et ainsi de diminuer les effets secondaires au niveau 
des cellules saines. 

D'autre part, son mode d'action n'est pas limite au ciblage. Le compose objet de 
la presente invention cumule 1'actiori du cytotoxique qui permet de detruire les cellules 
tumorales et Taction de Panticorps qui inhibera la croissance des cellules tumorales, 
preferentiellement des cellules tumorales exprimant 1MGF-IR, en interagissant avec les 
voies de transduction du signal et permettra de diminuer la resistance a Tapoptose des 
cellules surexprimant le recepteur a l'IGF-1 et par consequent d'ameliorer l'activite des 
drogues de chimiotherapie dont une part du mecanisme d'action reside en 1'induction de 
l'apoptose. 

Selon une forme de realisation preferee du compose objet de la presente 
invention, Tanticorps monoclonal, ou Tun de ses fragments fonctionnels, comprend une 
chaine legere comprenant au moins une region CDR determinant la complementarite 
choisie parmi les CDRs de sequence d'acide amine SEQ ID Nos. 2, 4 ou 6, ou au moins 
un CDR dont la sequence presente an moins 80 %, de preference 85 %, 90 %, 95 % et 
98 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID Nos. 2, 4 ou 6, ou en 
ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins un CDR choisi parmi les 
CDRs de sequence d'acide amine SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins un CDR dont la 
sequence presente au moins 80 %, de preference 85 %, 90 %, 95 % et 98 % d'identite 
apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

A ce titre, la demanderesse a depose une demande de brevet FR 02 05 753 le 7 
mai 2002 sous priorite interne de la demande de brevet FR 02 00 653 deposee le 18 
Janvier 2002 pour «Nouveaux anticorps anti-IGF-lR et leurs applications^ Le contenu 
de ces deux demandes de brevet est incorpore ici par reference. 

Dans la presente description, les termes polypeptides, sequences 
polypeptidiques, peptides et proteines attaches aux composes anticorps ou a leur 
sequence sont interchangeables. 

II doit etre compris ici que Tinvention ne concerne pas les anticorps sous forme 
naturelle, c'est-a-dire qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel mais qu'ils 
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ont pu etre isoles ou obtenus par purification a partir de sources naturelles, ou bien 
obtehus par recombinaison genetique, ou par synthese chimique, et qu'ils peuvent alors 
comporter des acides amines non naturels comme cela sera decrit plus loin. 

Par region CDR ou CDR, on entend designer les regions hypervariables des 

5 chaines lourdes et legeres des immunoglobulins comme definies par Kabat et al. (Kabat 
et aL, Sequences of proteins of immunological interest, 5 th Ed., U.S. Department of 
Health and Human Services, NIH, 1991, and later editions). II existe 3 CDRs de chame 
lourde et 3 CDRs de chaine legere. Le terme CDR ou CDRs est utilise ici pour designer 
suivant les cas, Tune de ces regions ou plusieurs, voire P ensemble, de ces regions qui 

10 contiennent la majorite des residus d'acide amines responsables de la liaison par affinite 
de Fanticorps pour Pantigene ou P epitope qu'il reconnait. 

Par « pourcentage d'identite » entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acide 
amine au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage de 
nucleotides ou de residus d'acides amines identiques entre les deux sequences a 

15 comparer, obtenu apres le meilleur alignement (alignement optimal), ce pourcentage 
etant purement statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au 
hasard et sur toute leur longueur. Les comparaisons de sequences entre deux sequences 
d'acide nucleique ou d'acide amine sont traditionnellement realisees en comparant ces 
sequences apres les avoir alignees de maniere optimale, ladite comparaison pouvant etre 

20 realisee par segment ou par «fenetre de comparaison>>. L'alignement optimal des 
sequences pour la comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de 
Palgorithme d'homotogie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], 
au moyen de Palgorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. 
Biol. 48:443], au moyen de la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman 

25 (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels informatiques 
utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin 
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, 
ou encore par les logiciels de comparaison BLAST N ou BLAST P). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acide 

30 amine est determine en comparant ces deux sequences alignees de maniere optimale 
dans laquelle la sequence d'acide nucleique ou d'acide amine a comparer peut 
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comprendre des additions ou des deletions par rapport a la sequence de reference pour 
un alignement optimal entre ces deux sequences. Le pourcentage d'identite est calcule 
en determinant le nombre de positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le 
residu d'acide amine est identique entre les deux sequences, en divisant ce nombre de 
positions identiques par le nombre total de positions dans la fenetre de comparaison et 
en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces 
deux sequences. 

Par exemple, on pourra utiliser le programme BLAST, « BLAST 2 sequences » 
(Tatusova et aL, "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and nucleotide 
sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) disponible sur le site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gor£^12.html 5 les parametres utilises etant ceux donnes par 
defaut (en particulier pour les parametres « open gap penaltie » : 5, et « extension gap 
penaltie » : 2 ; la matrice choisie etant par exemple la matrice « BLOSUM 62 » proposee 
par le programme), le pourcentage d'identite entre les deux sequences a comparer etant 
calcule directement par le programme. 

Par sequence d'acide amine presentant au moins 80 %, de preference 85 %, 
90 %, 95 % et 98 % d'identite avec une sequences d'acide amine de reference, on 
prefere celles presentant par rapport a la sequence de reference, certaines modifications, 
en particulier une deletion, addition ou substitution d'au moins un acide amine, une 
troncation ou un allongement. Dans le cas d'une substitution, d'un ou plusieurs acide(s) 
amine(s) consecutif(s) ou non consecutif(s), on prefere les substitutions dans lesquelles 
les acides amines substitues sont remplaces par des acides amines « equivalents ». 
L'expression « acides amines equivalents » vise ici a designer tout acide amine 
susceptible d'etre substitue a Pun des acides amines de la structure de base sans 
cependant modifier essentiellement les activites biologiques des anticorps 
correspondants et telles qu'elles seront defmies par la suite, notamment dans les 
exemples. 

Ces acides amines equivalents peuvent etre detennines soit en s'appuyant sur 
leur homologie de structure avec les acides amines auxquels ils se substituent, soit sur 
des resultats d'essais comparatifs d'activite biologique entre les differents anticorps 
susceptibles d'etre effectues. 
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A titre d'exemple, on mentionne les possibility de substitution susceptibles 
d'etre effectives sans qu'il resulte en une modification approfondie de 1'activite 
biologique de 1'anticorps modifie correspondant. On peut remplacer ainsi la leucine par 
la valine ou l'isoleucine, l'acide aspartique par l'acide glutamine, la glutamine par 

5 l'asparagine, l'arginine par la lysine, etc., les substitutions inverses etant naturellement 
envisageables dans les memes conditions. 

Les anticorps selon la presente invention sont de preference des anticorps 
monoclonaux specifiques, notamment d'origine murine, chimeriques ou humanises qui 
pourront etre obtenus selon les methodes standards bien connues de 1'homme de l'art. 

10 En general, pour la preparation d'anticorps monoclonaux ou leurs fragments 

fonctionnels, notamment d'origine murine, on pourra se referer aux techniques qui sont 
en particulier decrites dans le manuel « Antibodies » (Harlow and Lane, Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, pp. 726, 
1988) ou a la technique de preparation a partir d'hybridomes decrite par Kohler et 

15 Milstein (Nature, 256:495-497, 1975). 

Sont egalement compris par anticorps selon la presente invention, les anticorps 

chimeriques ou humanises. 

Par anticorps chimerique, on entend designer un anticorps qui contient une 
region variable (chaine legere et chaine lourde) naturelle derivee d'un anticorps d'une 

20 espece donnee en association avec les regions constantes de chaine legere et chaine 
lourde d'un anticorps d'une espece heterologue a ladite espece donnee. 

Les anticorps ou leurs fragments de type chimerique selon 1' invention peuvent 
etre prepares en utilisant les techniques de recombinaison genetique. Par anticorps 
humanises, on entend designer un anticorps qui contient des regions CDRs derivees 

25 d'un anticorps d'origine non humaine, les autres parties de la molecule d'anticorps etant 
derivee d'un (ou de plusieurs) anticorps humains. En outre, certains des residus des 
segments du squelette (denommes FR) peuvent etre modifies pour conserver l'affmite 
de liaison (Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986 ; Verhoeyen et al., Science, 
239: 1 534- 1 536, 1 988 ; Riechmann et al., Nature, 332:323-327, 1 988). 

30 Les anticorps humanises selon 1 'invention ou leurs fragments peuvent etre 

prepares par des techniques connues de rhomme de l'art (comme par exemple celles 
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decrites dans les documents Singer et al., J. Immun. 150:2844-2857, 1992 ; Mountain et 
al. 5 Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10:1-142, 1992; ou Bebbington et al., 
Bio/Technology, 10:169-175, 1992). De tels anticorps humanises selon Pinvention sont 
preferes pour leur utilisation dans des methodes de diagnostic in vitro, ou de traitement 
prophylactique et/ou therapeutique in vivo. 

Par fragment fonctionnel d'un anticorps selon rinvention, on entend designer en 
particulier un fragment d'anticorps, tel que des fragments Fv, scFv (sc pour simple 
chaine), Fab, F(aV>2, Fab', scFv-Fc ou diabodies, ou tout fragment dont la duree de 
demie-vie aurait ete augmentee par modification chimique, comme l'ajout de 
poly(alkylene) glycol tel que le poly(ethylene)glycol ("PEGylation"), ou par 
incorporation dans un liposome, lesdits fragments presentant au moins un des CDRs de 
sequence SEQ ID No. 2, 4, 6, 8, 10 ou 12 caracteristiques selon rinvention, et, 
notamment, en ce qu'il est capable d'exercer de maniere generate une activite meme 
partielle de Fanticorps dont il est issu, telle qu'en particulier la capacite a recoiunaitre et 
a se lier au recepteur IGF-IR, et, le cas echeant, a inhiber l'activite du recepteur IGF-IR. 

De preference, lesdits fragments fonctionnels seront constitues ou comprendront 
une sequence partielle de la chaine variable lourde ou legere de Fanticorps dont ils sont 
derives, ladite sequence partielle etant suffisante pour retenir la meme specificite de 
liaison que Fanticorps dont elle est issue et une affinite suffisante, de preference au 
moins egale a 1/100, de maniere plus preferee a au moins 1/10 de celle de Fanticorps 
dont elle est issue, vis-a-vis du recepteur IGF-IR. 

Un tel fragment fonctionnel comportera au minimum 5 acides amines, de 
preference 10, 15, 25, 50 et 100 acides amines consecutifs de la sequence de Fanticorps 
dont il est issu. 

De preference, ces fragments fonctionnels seront des fragments de type Fv, scFv, 
Fab, F(ab 5 >2, F(ab'), scFv-Fc ou diabodies, qui possedent general ement la meme 
specificite de fixation que Fanticorps dont ils sont issus. Selon la presente invention, des 
fragments d'anticorps de Finvention peuvent etre obtenus a partir des anticorps tels que 
decrits precedemment par des methodes telles que la digestion par des enzymes, comme 
la pepsine ou la papaine et/ou par clivage des ponts disulftire par reduction chimique. 
D'une autre maniere les fragments d'anticorps compris dans la presente invention 



1er depot 



15 

peuvent etre obtenus par des techniques de recombinaisons genetiques bien connues 
egalement de rhomme de l'art ou encore par synthese peptidique au moyen par exemple 
de synthetiseurs automatiques de peptides tels que ceux fournis par la societe Applied 
Biosystems, etc.. 

De maniere plus preferee, l'invention comprend les composes comprenant au 
moins un anticorps, ou un fragment fonctionnel, notamment chimerique ou humanise, 
obtenu par recombinaison genetique ou par synthese chimique. 

Selon une autre fonne de realisation preferee du compose objet de la presente 
invention, Fanticorps monoclonal ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon 
r invention comprend une chaine lourde comprenant au moins un CDR de sequence 
SEQ ID No. 12 ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement 
optimal avec la sequence SEQ ID No. 12. 

Parmi les six courtes sequences de CDR, le troisieme CDR de la chaine gourde 
(CDRH3) a une plus grande variability de taille (grande diversite essentiellement due 
aux mecanismes d'arrangement des genes qui lui donnent naissance). II peut etre aussi 
court que 2 acides amines alors que la taille la plus longue connue est de 26. 
Fonctionnellement, le CDRH3 joue un role a part dans la determination de la specificite 
de ranticorps (Segal et al., PNAS, 71:4298-4302, 1974 ; Amit et al., Science, 233:747- 
753, 1986 ; Chothia et al., J. Mol. BioL, 196:901-917, 1987 ; Chothia et al., Nature, 
342:877-883, 1989 ; Caton et al:, J. Immunol., 144:1965-1968, 1990 ; Sharon et al., 
PNAS, 87:4814-4817, 1990 ; Sharon et al., J. Immunol., 144:4863-4869, 1990 ; Kabat 
et al., J. Immunol., 147:1709-1719, 1991). 

II est connu que seul un faible pourcentage des acides amines des CDRs 
contribue a la construction de site de liaison de Tanticorps, mais ces residus doivent etre 
maintenus dans une conformation tridimensionnelle tres specifique. 

Selon une fonne de realisation plus preferee du compose objet de la presente 
invention, Tanticorps monoclonal ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon 
1' invention comprend une chaine lourde comprenant au moins deux des trois CDRs ou 
les trois CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins deux de trois CDRs 
ou trois CDRs de sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 
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Selon une forme de realisation encore plus preferee du compose objet de la 
presente invention, P anticorps monoclonal ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon 
rinvention comprend une chaine legere comprenant au moins un CDR choisi parmi les 
CDRs de sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou un CDR dont la sequence presente au 

5 moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6. 

Selon encore une autre forme de realisation preferee du compose objet de la 
presente invention, Panticorps monoclonal ou Tun de ses fragments fonctionnels selon 
Tinvention, comprend une chaine legere comprenant au moins deux des trois CDRs ou 
les trois CDRs de sequence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou au moins deux de trois CDRs ou 

10 trois CDRs de sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 

De maniere la plus preferee, Panticorps monoclonal, ou Tun de ses fragments 
fonctionnels utilises dans Pinvention, comprend une chaine lourde comprenant les trois 
CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou trois CDRs de sequence presentant 

15 respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence 
SEQ ID No. 8, 10 et 12 et en ce qu'il comprend en outre une chaine legere comprenant 
les trois CDRs de sequence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou trois CDRs de sequence 
presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 

20 Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet un compose comprenant 

un anticorps monoclonal, ou Tun de ses fragments fonctionnels, qui ne se fixe pas ou 
qui ne se fixe pas de maniere significative au recepteur humain IR de Pinsuline. 

De maniere preferee, lesdits fragments fonctionnels selon la presente invention 
seront choisis parmi les fragments Fv, scFv, Fab, (Fab') 2 , Fab 1 , scFv-Fc ou diabodies, ou 

25 tout fragment fonctionnel dont la demi-vie aurait ete augmentee par une modification 
chimique, notamment par PEGylation, ou par Incorporation dans un liposome. 

Sous un autre aspect, rinvention est relative a un compose comprenant un 
anticorps monoclonal, ledit anticorps monoclonal etant secrete par rhybridome murin 
tel que depose au Centre National de Culture de Microorganisme (CNCM) (Institut 

30 Pasteur, Paris, France) le 19 septembre 2001 sous le numero 1-2717. 
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Dans un mode de realisation particulier du compose objet de la presente 
invention ledit anticorps monoclonal, ou Tun de ses fragments fonctionnels, comprend 
vine chaine legere de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 54, 
ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimale avec la 
5 sequence SEQ ID No. 54, ou/et en ce qu'il comprend une chaine lourde de sequence 
comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 69, ou une sequence presentant au 
moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 69. 

Sous un aspect egalement particulier du compose objet de la presente invention 
ledit anticorps monoclonal est un anticorps chimerique et comprend en outre les regions 
10 constantes de chaine legere et de chaine lourde derivees d'un anticorps d'une espece 
heterologue a la souris, notamment de PHomme, et de maniere preferee, en ce que les 
regions constantes de chaine legere et de chaine lourde derivees d'un anticorps humain 
sont respectivement la region kappa, lambda et, gamma- 1, gamma-2 ou gamma-4^ 

Sous un autre aspect particulier du compose objet de la presente invention ledit 
15 anticorps monoclonal est un anticorps humanise et comprend une chaine legere et/ou 
une chaine lourde dans lesquelles les segments de squelette FR1 a FR4 de ladite r chaine 
legere et/ou chaine lourde sont derives respectivement de segments de squelette FR1 a 
FR4 de chaine legere et/ou de chaine lourde d'anticorps humains. 

Par segment de squelette FR1 a FR4, il faut comprendre les segments issus des 
20 regions charnieres (ou frameworks). 

Selon un mode de realisation prefere du compose objet de la presente invention, 
l'anticorps humanise, ou Tun de ses fragments fonctionnels, comprend une chaine 
legere comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 61 ou 65, ou une sequence 
presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID 
25 No. 61 ou 65, ou/et en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant la sequence 
d'acide amine SEQ ID No. 75, 79 ou 83, ou une sequence presentant au moins 80 % 
d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 75, 79 ou 83. 

De preference, l'anticorps humanise couple, ou Tun de ses fragments 
fonctionnels, comprend une chaine legere comprenant la sequence d'acide amine SEQ 
30 ID No. 65, et en ce qu'il comprend une chaine lourde de sequence comprenant la 
sequence d'acide amine SEQ ID No. 79 ou 83, de preference SEQ ID No. 83. 
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Selon une autre forme cT execution du compose objet de la presente invention 
Panticorps monoclonal tel que decrit plus haut est, en outre, capable de se lier 
specifiquement sur le recepteur humain du facteur de croissance de Pepiderme EGFR 
et/ou capable d'inhiber specifiquement Pactivite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 

De maniere generate, les facteurs de croissance sont de petites proteines 
impliquees dans la regulation de la proliferation et de la differenciation des cellules 
normales. Certains de ces facteurs de croissance jouent egalement un role important 
dans 1 'initiation et la maintenance de la transformation cellulaire, pouvant fonctionner 
comme facteurs autocrines ou paracrines. C'est notamment le cas, outre de l'IGFl decrit 
plus haut, du facteur de croissance de Pepiderme EGF (EGF pour " Epidermal Growth 
Factor ") qui semble particulierement implique dans P apparition du phenotype tumoral, 
la progression des tumeurs et la generation des metastases. 

L'EGF et PIGFl exercent leur action par Pintermediaire de leur recepteur 
respectif denomme ici EGFR et IGF-IR. II s'agit dans les deux cas de recepteurs 
membranaires a activite tyrosine kinase dont la surexpression est decrite dans de 
nombreux cancers. II faut cependant noter que Pinteraction de ces deux recepteurs n'est 
pas clairement etablie et que les etudes effectuees par diverses equipes a ce propos 
donnent des resultats contradictoires quant a la collaboration de ces deux recepteurs. 

Des travaux effectues sur des cellules de tumeurs de la prostate montrent que 
Pinterruption de la boucle autocrine EGF/EGFR par un anticorps monoclonal 
(denomme ici "ACM" ou "AcM") anti-EGFR se traduit par une perte complete de la 
reponse des cellules DU145 a PIGFl (Connolly J.M. and Rose D.P., Prostate, Apr. 
24(4):167-75, 1994 ; Putz T. et al., Cancer Res., Jan. 1, 59(l):227-33, 1999). Ces 
resultats suggereraient qu'un blocage du recepteur a PEGF serait suffisant pour obtenir 
une inhibition totale des signaux de transformation generes par Pactivation des deux 
recepteurs (EGFR et IGF-IR). En revanche, d'autres etudes (Pietrzkowski et aL, Cell 
Growth Differ, Apr., 3(4): 199-205, 1992 ; Coppola et al., Mol Cell Biol., Jul., 
14(7):4588-95, 1994) ont montre qu'une surexpression de PEGFR necessite la presence 
d'un IGF-IR fonctionnel pour exercer son potentiel mitogenique et transformant, alors 
que PIGF-IR ne necessite pas, pour sa part, la presence d'EGFR fonctionnel pour 
medier son action. Cette seconde serie d'etudes serait plus en accord avec une strategie 
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tendant a bloquer preferentiellement PIGF-IR dans le but d'atteindre simultanement les 
deux recepteurs. 

De maniere surprenante, les inventeurs ont, dans un premier temps, mis ainsi en 
evidence qu'une co-inhibition de la fixation de PIGF1 et/ou IGF2 sur le recepteur IGF- 
5 IR et de la fixation de PEGF sur le recepteur EGFR permettait d'obtenir une synergie 
d'action significative de ces deux actions contre la croissance tumorale in vivo chez des 
souris nude porteuses d'une tumeur exprimant ces deux recepteurs. Une des hypotheses 
les plus probables pouvant expliquer cette synergie d'action est que les deux facteurs de 
croissance EGF et IGF'l (et/ou IGF2) agissent eux-memes en synergie dans la 

10 transformation de cellules normales en cellules a caractere tumoral et/ou dans la 
croissance et/ou la proliferation de cellules tumorales pour certaines tumeurs, 
notamment pour celles surexprimant les deux recepteurs EGFR et IGF-IR et/ou 
presentant une suractivation du signal de transduction medie par ces deux recepteurs, en 
particulier au niveau de Pactivite tyrosine kinase de ces recepteurs. 

15 Selon un aspect prefere de cette forme d'execution du compose, Panticorps 

monoclonal couple consiste en un anticorps bispecifique comprenant un second motif 
inhibant specifiquement la fixation de PEGF sur PEGFR et/ou inhibant specifiquement 
Pactivite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 

Les anticorps bispecifiques ou bifonctionnels constituent une seconde generation 

20 d'anticorps monoclonaux dans lesquels deux regions variables differentes sont 
combinees dans la meme molecule (Hollinger and Bohlen 5 1999, Cancer and metastasis 
rev., 18:411-419). Ces anticorps peuvent etre obtenus par des methodes chimiques 
(Glennie M.J. et ak, 1987, J. Immunol., 139:2367-2375 ; Repp R. et ah, 1995, J. Hemat. 
377-382) ou somatiques (Staerz U.D. and Bevan M.J., 1986, PNAS 83, 1453-1457 ; 

25 Suresh M.R., et al., 1986, Method Enzymol., 121:210-228) mais egalement et 
preferentiellement par des techniques d'ingenierie genetique qui pennettent de forcer 
Pheterodimerisation et facilitent ainsi le procede de purification de Panticorps recherche 
(Merchand et al., 1998, Nature Biotech., 16:677-681). 

Ces anticorps bispecifiques peuvent etre constnvits comme des IgG entieres, 

30 comme des (Fab 5 ) 2 bispecifiques, comme des Fab'PEG ou comme des diabodies ou 
encore comme des scFv bispecifiques mais egalement comme un anticorps bispecifique 
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tetravalent cm deux sites de fixation sont presents pour chaque antigene cible (Park et 
al., 2000, Mol. Immunol., 37(1 8): 1 123-30) ou ses fragments comme decrit plus haut. 

Dans une forme de realisation preferee de Pinvention, P anticorps bispecifique 
utilise est un anticoips bivalent ou tetravalent. 

Dans la pratique, Pinteret d'utiliser un anti corps bispecifique tetravalent est qu'il 
presente une avidite plus importante par rapport a un anticorps bivalent du fait de la 
presence de deux sites de fixation pour chaque cible, respectivement IGF-IR et EGFR 
dans la presente invention. 

A titre d'exemple non limitatif, le second motif est selectionne parmi les 
fragments Fv, Fab, (Fab% Fab\ Fab'PEG, scFv, scFv-Fc et les diabodies, ou toute 
forme dont la demi-vie aurait ete augmentee. 

Un autre aspect de Pinvention concerne le mode de couplage entre P anticorps et 
T agent cytotoxique. Quelle que soit la nature du couplage, direct ou non, stable ou 
labile, celui-ci ne devra en aucun cas alterer les fonctions biologiques respectives de 
P anticorps et de Fagent cytotoxique. 11 est bien entendu que tout couplage repondant a 
cette caracteristique, et connu de l'homme de Fart, est compris dans Petendue de la 
presente demande de brevet. En outre, le couplage et, plus particulierement le lien 
utilise, devra permettre la liberation de la deoxyvinblastine, sous la forme 4-deacetylee 
ou 3-acide ou 4-deacetylee et 3-acide ou de Fune de ces formes portant tout ou partie 
dudit lien utilise, au niveau des cellules cibles. 

Selon une forme de realisation preferee, le couplage est un couplage chimique. 
Plus particulierement, ledit couplage chimique se compose d f un ancrage sur l'alcaloide 
de Vinca, d'un ancrage sur l'anticorps et d f un lien reliant ces deux ancrages. 

Par lien, il faut comprendre toute structure capable d'assurer une liaison de 
quelle que nature que ce soit entre les deux elements du compose, a savoir une molecule 
chimique et un anticorps. 

Au niveau de Fancrage sur PalcaloTde de Vinca, plusieurs possibility sont 
envisagees. On peut citer, par exemple, un ancrage sur la fonction alcool en position 4 
apres deacetylation du groupement 4-acetoxy dudit alcalo'fde de Vinca. 
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Dans une autre forme d'execution, Tancrage sur I'alcaloide de Vinca est realise 
sur la fonction acide en position 3 apres deacetylation du groupement 4-acetoxy et 
demethylation de la fonction ester en position 3 dudit alcaloide de Vinca. 

Selon encore une autre forme d'execution de Pinvention, Tancrage sur I'alcaloide 
de Vinca est realise sur la fonction acide en position 3 directement par reaction sur la 
fonction ester en position 3 dudit alcaloide de Vinca. 

Selon encore une autre forme d'execution de Pinvention, l'ancrage sur I'alcaloide 
de Vinca est realise par une fonction ester ou thio-ester sur la fonction hydroxyle en 
position 3. 

Une forme de realisation supplemental consiste a realiser l'ancrage sur 
FalcaloTde de Vinca par une fonction amide ou une fonction ester ou une fonction 
hydrazide sur la fonction acide en position 4. 

Pour ce qui est de Pancrage au niveau de Panticorps, celui-ci ne doit aucunement 
denaturer Panticorps afin de ne pas diminuer ses capacites de reconnaissance et 
d' interaction avec les cellules tumoral es. 

Pour ce faire, il est prefere que Pancrage sur Panticorps soit realise sur les 
oligosaccharides, les lysines et/ou les residus d'acides aspartique et glutamique. ; 

L'alcaloTde de Vinca peut aussi etre couple sur les fonctions carboxyliqpes de 
Panticorps portees par les residus acides aspartique et glutamique de Tanticorps. Par 
exemple, un derive amine, hydrazide ou hydrazine de l'alcaloi'de de Vinca sera couple 
sur ces residus en presence d f un compose de type carbodiimide tel que le N-(3- 
dimethylaminopropyO-N'-ethylcarbodiimide (ou ED AC). 

En pratique, il est encore plus prefere d'effectuer Pancrage au niveau des 
oligosaccharides presents sur Panticorps. En effet, il n'y a pas d 'oligosaccharides au 
niveau des sites de reconnaissance de Panticorps et, de ce fait, aucun risque d'alterer les 
capacites de reconnaissance / activite biologique dudit anticorps. Selon une forme 
d'execution preferee de Pinvention, Pancrage est effectue sur les oligosaccharides 
presents au niveau des asparagines (Asn) suivies d'une sequence consensus constitue 
d'un acide amine et d'une Serine ou d'une Threonine. Par exemple, sans aucune 
limitation, un ancrage prefere sur Panticorps IgGl utilise dans Pinvention est au niveau 
de PAsn297. 
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II est egalement couvert un ancrage panache, c'est-a-dire sur des 
oligosaccharides, des lysines et/ou des acides aspartique et glutamique. 

Une foraie de realisation supplemental consiste a augmenter fortement la 
densite de l'alcaloide de Vinca afm d'atteindre un nombre de 10 a 50 moles par mole 
5 d'anticorps. On peut citer le couplage d'un derive hemisuccinate de Falcaloide de Vinca 
sur un polymere de lysine (Poly-L-Lys ou Poly-D-Lys). Le conjugue ainsi obtenu est 
ensuite couple sur les oligosaccharides de Fanticorps prealablement oxydes a Faide de 
metaperiodate. 

Dans une autre forme d'execution, un derive hydrazide de FalcaloYde de Vinca 
10 peut etre couple sur un dextran prealablement oxyde a l f aide de metaperiodate, Le 
conjugue obtenu est ensuite couple a Fanticorps via les residus lysine. 

Selon encore une autre forme d'execution, un derive hemisuccinate de Falcaloide 
de Vinca peut etre couple sur un dextran prealablement active par oxydation menagee a 
Faide de metaperiodate puis substitue par un compose de type diamide. Le conjugue 
15 obtenu est alors couple sur les residus lysine de Fanticorps. 

Selon une forme d' execution preferee de 1 'invention, Fancrage sur Fanticorps est 
realise par reaction d'une fonction amine, d'une fonction hydrazine, d ! une fonction 
hydrazide ou d'une fonction acide activee. 

Plus particulierement, Fancrage sur Fanticorps est realise par reaction d'une 
20 fonction epoxyde ou d'une fonction disulfure, d'une fonction sulfore ou d'une fonction 
acide activee avec un residu azote ou avec un residu hydroxyle ou avec un residu thiol 
dudit anticorps. 

On peut egalement citer, de maniere non limitative, d'autres liens pouvant aussi 
etre utilises pour lier de maniere covalente les Fmca-alcaloYdes aux anticorps ou a leurs 

25 fragments fonctionnels (Garnett et aL, Adv. Drug Deliv. Rev., 2001, 171-216), comme 
des aldehydes qui permettent de former des bases de Schiff, qui peuvent ensuite etre 
stabilisees par reduction au borohydrure ou au cyanoborohydrure de sodium ; des 
disulfides qui presentent l'avantage de pouvoir liberer le Fmca-alcaloides a Tinterieur 
de la cellule tumorale grace a Tenvironnement reducteur intra-cytoplasmique ; des 

30 thioethers plus stables ; des thioesters plus labiles ; des liens labiles en milieu acide qui 
presentent l'avantage de permettre la liberation du cytotoxique dans la tumeur 
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generalement plus acide ou durant le passage de Pendosome (pH 6.O-6.8) vers le 
lysosome (pH 4.5-5.5) ou encore des liens degradables par des enzymes, qui presentent 
Pavantage d'etre stables dans le serum et de liberer le cytotoxique dans le milieu 
intracellular de la cellule tumorale. 
5 On peut egalement citer des sequences peptidiques de type Ala-Leu qui peuvent 

etre clivees par des hydrolases lysosomales (Masquelier et al., J. Med. Chem., 1980, 
23:1166-1170) ou encore des liens de type hydrazone comme ceux utilises dans 
Pimmunoconjugue gemtuzumab ozogamicin utilise dans le traitement de certaines 
leucemies et commercialise sous le nom de Mylotarg (Hamann et al., Bioconjugate 

10 Chem., 2002, 13:47). 

Comme decrit plus haut, une forme preferee de Pinvention utilise un lien 
permettant la liberation de la deoxyvinblastine au niveau des cellules tumorales. 

Un premier moyen d'y parvenir consiste a utiliser un lien reliant les 'deux 
ancrages constitue d'une chaine peptidique. En effet, un tel lien peptidique " sera 
15 degrade/hydrolise au niveau des cellules ciblees par les enzymes des endosomes et des 
lysosomes. 

Selon une autre forme de realisation de Pinvention, le lien reliant les/deux 
ancrages est constitue d'une chaine carbonee, lineaire ou ramifiee. Dans ce dernier cas, il 
est envisage que un ou plusieurs groupements aromatiques, ethyleniques ou 
20 acetyleniques ainsi qu'une ou plusieurs fonctions cetone, amide, ester, hydrazide, 
hydrazone, amine, ether, sulfure, disulfure sont inclus dans la chaine carbone de fa<?on 
distincte ou combinee. Par exemple, dans le cas d*une liaison via un pont disulfure, c'est 
le milieu reducteur qui permettra la rupture du lien et la liberation de la 
deoxyvinblastine. 

25 Dans tous les cas, seul le lien est detruit pour liberer le principe actif, ledit 

principe actif et 1'anticorps restant, quant a eux, integres. 

Selon encore une autre forme de realisation, il n'y a pas de lien mais l'alcaloide 

de Vinca est couple directement avec un residu azote ou avec un residu hydroxyle ou 

avec un residu thiol de Tanticorps. ' 
30 L'interet d'un tel couplage direct reside dans Tabsence de lien d'ancrage et, par 

consequent, dans l'absence de reaction immunitaire du patient contre ce lien. On evite 
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ainsi, par exemple, P apparition d'anticorps anti-lien secretes par Porganisme en reponse 

a Pintrusion dudit lien. 

Plus particulierement, le compose selon Pinvention est caracterise en ce que la 

fonction acide en position 4 de PalcaloYde de Vinca est couplee, par l'intermediaire d f une 
5 fonction hydrazide, avec un residu aldehydique de Tanticorps prealablement genere. 

L' invention conceme egalement une composition pharmaceutique comprenant a 

litre de principe actif un compose consistant en un alcaloide de Vinca couple a un 

anticorps, ou Tun de ses fragments fonctionnels, selon Pinvention, de preference 

additionne d'un excipient et/ou d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
10 La presente invention comprend en outre Putilisation du compose selon 

Pinvention pour la preparation d'un medicament. 

Plus particulierement, selon une autre forme d'execution, Tinvention concerne 

Tutilisation d'un compose tel que decrit plus haut et/ou d'une composition comprenant 

un tel compose pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au 
15 traitement de cancers; notamment induits par une surexpression et/ou une activation 

anormale du recepteur IGF-IR et/ou EGFR, et/ou liee a une hyperactivation de la voie de 

transduction du signal medie par Tinteraction de l-IGF l ou IGF2 avec IGF-IR et/ou de 

l'EGF avec TEGFR. 

Parmi les cancers qui peuvent etre prevenus et/ou traites, on prefere le cancer de 
20 la prostate, les osteosarcomes, le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer de 

Tendometre ou le cancer du colon ou tout autre cancer surexprimant IGF-IR. 

D'autres caracteristiques et avantages de Pinvention apparaissent dans la suite de 
la description avec les exemples et les figures dont les legendes sont representees ci- 

25 apres ainsi que des exemples compris dans la demande de brevet FR 02 05753 deposee 
par la Demanderesse le 7 mai 2002 sous priorite interne de la demande de brevet 
FR 02 00 653 deposee le 18 janvier 2002 pour «Nouveaux anticorps anti-IGF-IR et leurs 
applications)), ainsi que des exemples compris dans la demande de brevet FR 02 00 654 
deposee le 18 Janvier 2002 pour « Nouvelles compositions a activite anti-IGF-IR et anti- 

30 EGFR et leurs applications >k 
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LEGENDES DES FIGURES 

Les figures 1 et 2 illustrent Tactivite comparee de Panticorps murin 7C10 et de 
sa forme humanisee h7CiO sur la croissance respectively en t des cellules A549 et 
MCF-7 chez la souris nude. 

Les figures 3 et 4 illustrent Tactivite antitumorale de la deoxyvinblsatine in vivo 
sur le modele de leucemie murine P388. 

La figure 5 illustre l'activite antitumorale de conjugues anticorps anti-IGF-lR- 
Vinca alcalo'ide sur le modele de tumeur du poumon non a petites cellules A549 chez la 
souris nude. 

MATERIEL ET METHODE 

Exemple 1 : Obtention de la deoxyvinblastine 

La deoxyvinblastine 4 ? -R (structure voir schema 1) est obtenue par reduction 
ionique de l'anhydrovinblastine selon un precede connu de l'homme de Part (Lafitte C 
et ah, Tetrahedron Letters, 1 998, volume 39, pp 828 1 -8282). 

La deoxyvinblastine 4-S ou deoxyleurosidine 4-S est obtenue par hydrogenation 
catalytique de Tanhydro vinblastine selon la technique egalement connue de l'homme de 
Tart (De-Bruyn A. et aL, Bulletin de la Societe Chimique Beige de 1983, Volume 92, 
numero 5, pp 485-494). 




Deoxyvinblastine Anhydrovinblastine Deoxyleurosidine 



Schema 1 

Exemple 2 : Deacetylation des alcaloides dimeres de Vinca 

La deoxyvinblastine ou la deoxyleurosidine est dissoute et agitee pendant 4 
heures a 50°C dans 30 ml de methanol contenant 1,2 equivalents de methylate de 
sodium. Cette solution est alors versee dans Veau glacee pour precipiter le compose 
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forme. Apres filtration, lavage a Teau et sechage sous vide a 40°C on obtient la 4- 
deacetyldeoxyvinblastine ou la 4-deacetyldeoxy-leurosidine d'une purete superieure a 
95 %. 

5 Exemple 3 : Couplage direct de la 4 ! -deoxyvinbIastine (4'-R) ou la 4 f - 
deoxyleurosidine (4 f -S) par reaction <Tune fonction 4-carboxyhydrazide sur les 
anticorps anti-IGF-lR prealablement oxydes 

La 4'-deoxyvinblastine ou la 4 , -deoxyleurosidine est traitee par l'hydrazine 
anhydre en solution dans le methanol et a temperature ambiante. La reaction est suivie 
10 par Chromatographic Liquide Haute Performance (HPLC) Analytique, et quand 95 % de 
Palcaloide de depart a reagi, le milieu reactionnel est traite par l'eau afin que la 4'- 
deoxyvinblastine-3-deacetyl-4-carbohydrazide ou la 4'-deoxyleurosidine-3-deacetyl-4- 
carbohydrazide soit separee par filtration. 

Apres chromatographic sur gel de silice puis cristallisation, la 4 1 - 
15 deoxyvinblastine-3-deacetyl-4-carbohydrazide ou la 4 f -deoxyleurosidine-3-deacetyl-4- 
carbohydrazide a une purete superieure a 96 %. 

L'anticorps anti-IGF-lR est oxyde a froid dans un tampon acetate de sodium par 
traitement au metaperiodate de sodium. Apres chromatographic d'exclusion, Tanticorps 
anti-IGF-lR oxyde, en solution dans un tampon acetate, est traite a froid par la 4'- 
20 deoxyvinblastine-3-deacetyl-4-carbohydrazide ou la 4*-deoxyleurosidine-3-deacetyl-4- 
carbohydrazide. 

L'immunoconjugue ainsi obtenu est separe de Talcaloide de Vinca residuel non 
conjugue et purifie par chromatographic d 'exclusion avec un tampon phosphate a pH 
7,4 puis dialyse intensive. L'absence d'alcaloide de Vinca libre est verifiee par HPLC 
25 analytique. 

L'immunoconjugue est caracterise sur gel d'electrophorese de type SDS-PAGE 
(bleu de Coomassie et/ou nitrate d'argent), par chromatographic d'exclusion (SEC, UV 
a 280 ran) et par spectrometrie de masse de type MALDI-TOF. La cartographie des sites 
. de couplage est realisee par analyse par chromatographic liquide couplee a la 
30 spectrometrie de masse (LC-MS)suite a une digestion enzymatique (tiypsine et PNGAse 
F) (Laguzza et ah, J. MED. CHEM., 1989, 32:548). 
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Exemple 4 : Couplage de la 4 ? -dcoxyvinblastinc (4'-R) ou la 4'-deoxyIeurosidine 
(4*-S) sur les anticorps anti-IGF-lR par Tintermediaire de 1' anhydride succinique 

La 3-deacetyl-4 , -deoxyvinblastine ou la 3-deacetyl-4'-deoxyleurosidine est traitee 
par I'anhydride succinique dans la pyridine pendant 24 heures a 20°C. La reaction est 
suivie par HPLC analytique, et quand 95 % de Palcaloide de depart a reagi, le milieu 
reactionnel est traite par Peau afin de precipiter l'hemisuccinate de 3-deacetyl-4- 
deoxyvinblastine ou l'hemisuccinate de 3-deacetyl-4'-deoxyleurosidine. Apres filtration 
et sechage le compose est purifie par HPLC preparative en phase inverse en utilisant de 
la silice greffee CI 8 et un eluent compose d'acetonitrile, de methanol et de tampon 
acetate d'ammonium. 

L'hemisuccinate de 3-deacetyl-4 , -deoxyvinblastine ou l'hemisuccinate de 3- 
deacetyl-^-deoxyleurosidine est traite par Phydroxybenzotriazole et la 
dicyclohexylcarbodiimide dans le dimethylformamide a temperature ambiante pendant 
24 heures et en presence d'une quantite catalytique de dimethylaminopyridine., Apres 
filtration, la solution est melangee a 1 'anticorps monoclonal anti-IGF-lR a pH 8,6 
pendant 4 heures. L'immunoconjugue est separe du Fmctf-alcaloYde non conjugue par 
chromatographic d 'exclusion avec un tampon phosphate a pH 7,4. Une dialyse intensive 
permet d'eliminer le Fmca-alcaloide non conjugue. L'immunoconjugue est caracterise 
par gel d'electrophorese de type SDS-PAGE, par chromatographic d 'exclusion et par 
spectrometrie de masse de type MALDI-TOF. La cartographic des sites de couplage est 
realisee par analyse par chromatographic liquide couple a la spectrometrie de masse 
(LC-MS)suite a une digestion enzymatique (trypsine) par rapport a une carte tryptique 
de reference obtenue pour 1 'anticorps monoclonal non derive. (Schneck et al., Clin. 
Pharmacol. Ther., 1990, 47:36 ; Rowland et al., Cancer. Immunol. Immunother., 1985, 
19:1). 

Exemple 5 : Couplage de la 4'-deoxyvinbIastine (4 f -R) ou la 4 f -deoxyleurosidine 
(4*-S) sur un residu azote des anticorps anti-IGF-lR par Pintermediaire d'un pont 
disulfure inclus dans le lien \ 

La 3-deacetyL4'-deoxyvinblastine ou la 3-deacetyl-4Vdeoxyleurosidine est traitee 
dans le chlorure de methylene a temperature ambiante pendant 24 heures, en presence 
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d'une quantite catalytique de dimethylaminopyridine, par un large exces d'acide 3- 
methyldisulfanylpropanoique et un large exces de dicyclohexylcarbodiimide. Le milieu 
reactionnel est traite de fa?on classique puis le 3 -methyl disulfanylpropanoate de 3- 
deacetyl-4 f -deoxyvinblastine ou le 3-methyldisulfanylpropanoate de 3-deacetyl-4- 
deoxyleurosidine est purifie par HPLC preparative en phase inverse en utilisant de la 
silice greffee CI 8 et un eluent compose d'acetonitrile, de methanol et de tampon acetate 
d 5 ammonium. 

Le 3-methyldisulfanylpropanoate de S-deacetyl^^deoxyvinblastine ou le 3- 
methyldisulfanylpropanoate de S-deacetyM'-deoxyleurosidine est traite par le 
dithiothreitol dans un melange d'eau et de methanol pour obtenir le 3-sulfanylpropanoate 
de S-deacetyl-^-deoxyvinblastine ou le 3-sulfanylpropanoate de 3-deacetyl-4'- 
deoxyleurosidine qui est purifie par HPLC preparative en phase inverse en utilisant de la 
silice greffee CI 8 et un eluent compose d'acetonitrile, de methanol et de tampon acetate 
d'ammonium. 

L'anticorps anti-IGF-lR est derive avec du N-succinimidyL4-(2- 
pyridyldithio)propanoate (dont la denomination commerciale est SPDP) dans un tampon 
phosphate de potassium 50 mM pH 6,5, NaCl 50 mM et EDTA 2 mM pendant 90 
minutes. A cette solution d'anticorps ainsi derive, on ajoute le 3-sulfanylpropanoate de 
3-deacetyl-4 , -deoxyvinblastine ou le 3-sulfanylpropanoate de 3-deacetyl-4'- 
deoxyleurosidine dissous dans le minimum de DMSO. Apres 24 heures de contact, 
rimmunoconjugue est isole par chromatographie d'exclusion et est caracterise sur gel 
d'electrophorese de type SDS-PAGE, par chromatographie d'exclusion et par 
spectrometrie de masse de type MALDI-TOF (Ojima et al., J. Med. Chem., 2002, 
45:5320). 

Exemple 6 : Couplage de la 4 , -deoxyvinblastine (4 f -R) ou la 4 f -deoxyleurosidine 
(4 , -S) sur les anticorps anti-IGF-lR par Pintermediaire d'une fonction hydrazide 
terminate portee par un lien relie a Talcaloide de Vinca 

La 3-deacetyl-4 , -deoxyvinblastine ou la 3-deacetyl-4'-deoxyleurosidine est traitee 
dans le chlorure de methylene a temperature ambiante pendant 24 heures, en presence 
d'une quantite catalytique de dimethylamino pyridine, par un exces de mono ester 
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methylique de Tacide 1,6-hexanedicarboxylique et un exces de 
dicyclohexylcarbodiimide. Le milieu reactionnel est traite de fa9on classique puis le 3- 
methoxycarbonylpentanoate de 3-deac&yl-4'-deoxyvinblastine ou de 3-deace.tyl-4 1 - 
deoxyleurosidine est purifie par HPLC preparative en phase inverse en utilisant de-Ja 
silice greffee CI 8 et un eluent compose d'acetonitrile, de methanol et de tampon acetate 
d'ammonium. 

Le 3-methoxycarbonylpentanoate de 3-deacetyl-4'-deoxyvinblastine ou de 3- 
deacetyl-4'-deoxyleurosidine est traite par defaut avec 1'hydrazine anhydre en solution 
dans le methanol a temperature ambiante. La reaction est suivie par HPLC Analytique, 
et quand 70 % de TalcaloYde de depart a reagi, le milieu reactionnel est evapore et le 3- 
hydrazinocarbonylpentanoate de 3-deacetyl-4'-deoxyvinblastine ou de 3-deacetyl-4'- 
deoxyleurosidine est purifie par HPLC preparative en phase inverse en utilisant de la 
silice greffee CI 8 et un eluent compose d'acetonitrile, de methanol et de tampomacetate" 
d'ammonium. 

L'oxydation de Tanticorps anti-IGF-IR, le couplage avec le 3- 
hydrazinocarbonylpentanoate de 3-deacetyl-4'~deoxyvinblastine ou de 3-deacetyl-4- 
deoxyleurosidine ? la purification et ^identification sont realises selon les memes 
techniques que celles decrites dans Texemple 3. • v 

20 Exeraple 7 : Activite comparee in vivo des anticorps 7C10 et h7C10 sur les modeles 
A549 et MCF-7 

Afin de confirmer Tactivite de Tanticorps humanise h7C10 in vivo, ce dernier a 
ete compare au 7C10 dans le modele de tumeur du sein oestrogene dependant MCF-7 et 
dans le modele de tumeur du poumon non a petites cellules A549. 
25 Pour ce faire, 5.10 6 cellules A549 ont ete implantees en sc (sous-cutanee) chez 

des souris nude. Cinq jours apres cette implantation, les tumeurs sont mesurees et des 
groupes de 6 souris constitues. Ces groupes sont respectivement traites avec 1) 
I' anticorps 7C10 injecte en ip (intra peritoneal) a raison de 125 fig/dose deux fois par 
semaine ; 2) Tanticorps h7C10 injecte dans les memes conditions que sa fonne murine ; 
30 3) du PBS (il a ete prealablement montre que des isotypes controles murins et humains 
ne modifient pas le profil de croissance des tumeurs par rapport a un traitement des 
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animaux avec du PBS). Dans le modele de tumeur de sein MCF-7, un granule 
d'oestradiol a liberation prolongee (0,72 mg/comprime libere sur 60 jours) est implante 
en s.c. 24 heures avant 1 'implantation des cellules. Ce granule est indispensable a 
Petablissement de toute tumeur humaine E2 dependante chez cette espece animale. 

Les figures 1 et 2 montrent, comme attendu, qu'une inhibition significative de la 
croissance tumorale est observee avec l'anticorps murin 7C10. Concernant Panti corps 
humanise h7C10, Pactivite observee est exactement de la meme intensite que celle 
observee avec sa contrepartie murine et ce quel que soit le modele utilise. Cette donnee 
indique que Phumanisation n'a pas modifie les proprietes de Panticorps genere. 

Exemple 8 : Mise en evidence des activites comparees de la vinblastine, de la 
vincristine, de la 4'-S deoxyvinblastine et de la 4'-R deoxyleurosidine 

L'activite superieure de la deoxyvinblastine (4'-R) et de la deoxyleurosidine (4 5 - 
S) a ete mise en evidence in vivo contre la leucemie murine P388 greffee par voie 
intraveineuse et comparee a Tactivite de la vinblastine et de la vincristine testees dans 
les memes conditions. Le protocole de ce test est decrit par Kruczynski A. et ah, Cancer 
Chemotherapy and Pharmacology, 1998, volume 41, pages 437 a 447. 

Pour ce faire, un total de 10 6 cellules de leucemie murine P388 ont ete 
implantees en i. v. chez des souris CDF1 au jour 0. Apres randomisation des animaux en 
cages traitements par chaque alcaloide et cage temoins, les composes sont administres 
au jour 1 par voie i.p.. 

Classiquement, Tactivite in vivo des composes est exprimee par Taugmentation 
du temps de survie. Ce temps de survie est exprime par le T/C a une dose exprimee en 
mg par kg (mg/kg). Le T/C correspond au rapport, multiplie par 100, de la mediane du 
temps de survie des animaux traites sur la mediane du temps de survie des animaux 
controles. En accord avec les criteres standard du NCI, un T/C de 120 correspond a un 
niveau minimum pour conclure a Tactivite. 

Un T/C compris entre 120 et 175 permet de conclure a une activite significative 
et un T/C superieur a 175 pennet de conclure a un haut niveau d'activite anti- 
leucemique. Un T/C inferieur a 75 exprime la toxicite du compose teste a la dose 
administree. 
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Le tableau 1 suivant exprime les resultats obtenus avec un minimum de 7 et un 
maximum de 1 5 souris traitees pour chaque groupe d'animaux traites par un alcaloide de 
Vinca ou pour le groupe temoin. 

Le tableau 1 rassemble les resultats de T/C obtenus pour chaque alcaloide de 
Vinca teste. 

Les figures 3 et 4 expriment la superiorite de Tactivite antileucemique des 
deoxyvinblastines 4'R et 4'S comparees a la vinblastine et a la vincristine. 

Tableau 1 



Dose en mg/kg 


0,63 


1,25 


2,5 


5 


10 


20 


40 


T/C de la 
Vinblastine 


1 14 


114 


129 


143 


57 






T/C de la 
Vincristine 


114 


143 


143 


100 


57 






T/C de la 4'-S- 
Deoxyvinblastine 


114 


143 


200 


100 


57 






T/C de la 4*-R- 
Deoxyvinblastine 


100 


100 


129 


143 


200 


214 


43 



Exemple 9 : Mise en evidence de Pactivite antitumorale du conjugue objet de 
Tinvention in vivo sur des tumeurs humaines de differentes origines 

Afin de demontrer le benefice de Tadressage des composes de chimiotherapie 
deoxyvinblastine (4'-R) et (4 5 -S) (respectivement nommes RDV et SDV sur la figure 5) 
par un anticorps humanise dirige contre PIGF-1R, 5.10 6 cellules de cancer du poumon 
non a petites cellules A549 ont ete implantees en position sous cutanee sur le flanc droit 
de souris Swiss Nude. Sept jours apres implantation des cellules, les tumeurs sont 
mesurables et les animaux sont repartis au hasard en 6 groupes de 6 souris et traitees 
selon le protocole suivant : 

- h7Cl 0 : deux fois par semaine a raison de 250 ^g/dose durant toute la duree de 
Pexperience ; 

- RDV et SDV : 4 injections intraperitoneales separees'de 7 jours a la dose de 
0,35 mg/kg qui correspond a la dose de chacun des composes presents dans les 
conjugues ; 
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- les groupes d' animaux recevant les composes de chimiotherapie couples a 
ranticorps re<;oivent respectivement 0,35 mg/kg de chacun des agents de chimiotherapie 
et 250 |ig/dose d'anticorps. Ces conjugues sont administres selon les memes modalites 
que les groupes recevant les composes de chimiotherapie seuls ; 

- les animaux du lot controle sont administres selon la meme frequence et 
re9oivent des injections de PBS. 

Le poids des souris et le volume tumoral sont evalues deux fois par semaine. Les 
volumes tumoraux sont calcules selon la formule J4 (longueur x largeur x hauteur). 
Les resultats sont montres dans la figure 5. 

Les animaux ne recevant que RDV ou SDV evoluent de la meme fa<;on que le 
groupe temoin ce qui semble coherent par rapport aux doses optimales habituellement 
injectees pour ces deux composes qui sont respectivement de 20 mg/kg et 2,5 mg/kg. De 
fa?on surprenante lorsque chacun des composes est couple a Panticorps h7C10, une 
inhibition tres significative de la croissance tumorale est observee. Cette inhibition est 
significativement plus forte que celle observee avec Tanticorps seul administre a la 
meme concentration. 

L'ensemble de ces resultats semble indiquer que le ciblage des cellules par 
Panticorps h7C10 favorise la concentration de la drogue dans la cellule a cibler et 
permet d'observ^er de ce fait des inhibitions de proliferation tumorales significatives a 
des doses de produit de chimiotherapie faibles et notamment a des doses parfaitement 
non toxiques chez la souris comme cela est demontre par Pabsence de perte de poids des 
animaux (donnees non communiquees). 
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REVINDICATIONS 

1. Compose comprenant au moins une molecule d'agent actif couple a un 
systeme d'adressage, caracterise en ce que ladite au moins une molecule d 5 agent actif 
est un compose cytotoxique et/ou cytostatique fort choisi panni les alcalo'fdes de Vinca . 
et en ce que ledit systeme d'adressage est un anticorps polyclonal ou monoclonal, ou 
Tun de ses fragments fonctionnels, capable de cibler les cellules tumorales. 

2. Compose selon la revendication I, caracterise en ce qu'il comprend de 1 
a 50 molecules d'agent actif, preferentiellement de 1 a 10 et encore mieux de 1 a 6. 

3. Compose selon la revendication 1 ou 2 a titre de medicament. 

4. Compose selon Tune des revendications 1 a 3 destine au traitement du 

cancer. 

5. Compose selon Tune des revendications precedentes, caracterise* en ce 
que ledit anticorps est egalement capable d'inhiber la proliferation des cellules 
tumorales et/ou la restauration des fonctions apoptotiques. 

6. Compose selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que ledit alcalo'ide de Vinca est selectionne parmi la vinblastine, la deoxyvinblastine, la 
vincristine, la vindesine, la vinorelbine, la vinepidine, la vinfosiltine, la vinzolidjne, la 
vinflunine. 

7. Compose selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit alcaloi'de de 
Vinca est la deoxyvinblastine (4'-R) et/ou la deoxyleurosidine (4'-S). . 

8. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments 
fonctionnels, est capable de se fixer au recepteur humain du facteur de croissance I 
apparente a l'insuline IGF-IR et, le cas echeant, d'inhiber la fixation naturelle de ses 
ligands IGF1 et/ou IGF2 et/ou capable d'inhiber specifiquement l'activite tyrosine 
kinase dudit recepteur IGF-IR. 

9. Compose selon la revendication 8, caracterise en ce que ledit anticorps 
monoclonal, ou l'un de ses fragments fonctionnels, comprend une chaine legere 
comprenant au moins une region CDR determinant la complementarite choisie parmi les 
CDRs de sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou au moins un CDR dont la sequence 
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presente au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID 
No. 2, 4 ou 6, ou en ce qu'il comprend une chaine lourde comprenant au moins un CDR 
choisi parmi les CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins un CDR dont 
la sequence presente au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 
5 sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

10. Compose selon Tune quelconque des revendications 8 ou 9, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments fonctionnels, 
comprend une chaine lourde comprenant au moins un CDR de sequence SEQ ID No. 12 
ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la 

10 sequence SEQ ID No. 12. 

11. Compose selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments fonctionnels, 
comprend une chaine lourde comprenant au moins deux des trois CDRs ou les trois 
CDRs de sequence SEQ ID Nos. 8, 10 et 12, ou au moins deux de trois CDRs ou trois 

15 CDRs de sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 8, 10 et 12. 

12. Compose selon Tune quelconque des revendications 8 a 11, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments fonctionnels, 
comprend une chaine legere comprenant au moins un CDR choisi parmi les CDRs de 

20 sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6, ou un CDR dont la sequence presente au moins 80 % 
d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 ou 6. 

13. Compose selon Tune quelconque des revendications 8 a 12, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments fonctionnels, 
comprend une chaine legere comprenant au moins deux des trois CDRs ou les trois 

25 CDRs de sequence SEQ ID Nos. 2, 4 et 6, ou au moins deux de trois CDRs ou trois 
CDRs de sequence presentant respectivement au moins 80 % d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence SEQ ID No. 2, 4 et 6. 

14. Compose selon 1'une quelconque des revendications 8 a 13, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Pun de sesdits fragments fonctionnels, ne se 

30 fixe pas de maniere significative au recepteur humain IR de Pinsuline. 
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15. Compose selon Tune quelconque des revendications I a 14, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal est secrete par Phybridome murin depose a la 
CNCM, Institut Pasteur, Paris, le 19 septembre 2001 sous le numero 1-2717. 

16. Compose selon Tune quelconque des revendications 8 a 14, caracterise 
5 en ce que ledit anticorps monoclonal, ou Tun de sesdits fragments fonctionnels, 

comprend une chaine legere de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID 
No. 54, ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal 
avec la sequence SEQ ID No. 54, ou/et en ce qu'il comprend une chaine lourde de 
sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 69, ou une sequence 
10 presentant au moins 80 % d'identite apres alignement optimal avec la sequence SEQ ID 
No. 69. 

17. Compose selon la revendication 16, caracterise en ce que ledit anticorps 
monoclonal est un anticorps chimerique et comprend en outre les regions constantes de 
chaine legere et de chaine lourde derivees d'un anticorps d'une espece heterologue a la 

15 souris. 

18. Compose selon la revendication 17, caracterise en ce que ladite espece 
heterologue est PHomme. 

19. Compose selon la revendication 18, caracterise en ce que les regions 
constantes de chaine legere et de chaine lourde derivees d'un anticorps humain sont 

20 respectivement la region kappa et, gamma- 1, gamma-2 ou gamma-4. 

20. Compose selon Pune quelconque des revendications 8 a 14, caracterise 
en ce que ledit anticorps monoclonal est un anticorps humanise et comprend une chaine 
legere et/ou une chaine lourde dans lesquelles les segments de squelette FR1 a FR4 de 
ladite chaine legere et/ou chaine lourde sont derives respectivement de segments de 

25 squelette FR1 a FR4 de chaine legere et/ou de chaine lourde d'anticorps humains. 

21. Compose selon la revendication 20, caracterise en ce que ledit anticorps 
monoclonal comprend une chaine legere comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID 
No. 61 ou 65, ou une sequence presentant au moins 80 % d'identite apres alignement 
optimal avec la sequence SEQ ID No. 61 ou 65, ou/et en ce qu'il comprend une chaine 

30 lourde de sequence comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 75, 79 ou 83, ou 
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une sequence presentant au moins 80 % dMdentite apres alignement optimal avec la 
sequence SEQ ID No. 75, 79 ou 83. 

22. Compose selon la revendication 20 ou 21, caracterise en ce que ledit 
anticorps monoclonal comprend une chaine legere comprenant la sequence d'acide 

5 amine SEQ ID No. 65, et en ce qu'il comprend une chaine lourde de sequence 
comprenant la sequence d'acide amine SEQ ID No. 79 ou 83, de preference SEQ ID No. 
83. 

23. Compose selon Tune quelconque des revendication precedentes, 
caracterise en ce que ledit anticorps consiste en un anticorps bispecifique et en ce qu'il 

10 comprend, un second motif inhibant specifiquement la fixation de PEGF sur le 
recepteur humain du facteur de croissance de Pepiderme EGFR et/ou inhibant 
specifiquement Pactivite tyrosine kinase dudit recepteur EGFR. 

24. Compose selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il est bivalent ou 
tetravalent. 

15 25. Compose selon la revendication 23 ou 24, caracterise en ce que ledit 

second motif est selectionne parmi les fragments Fv, Fab, (Fab')2, Fab 5 , FabTEG, scFv, 
scFv-Fc et les diabodies, ou toute forme dont la demi-vie aurait ete augmentee. 

26. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le couplage est un couplage chimique. 

20 27. Compose selon la revendication 26, caracterise en ce que le couplage 

chimique se compose d'un ancrage sur Talcaloide de Vinca, d'un ancrage sur Tanticorps 
et d r un lien reliant ces deux ancrages. 

28. Compose selon la revendication 27 caracterise en ce que Tancrage sur 
Talcaloide de Vinca est realise sur la fonction alcool en position 4 apres deacetylation du 

25 groupement 4-acetoxy dudit alcaloide de Vinca. 

29. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que Tancrage sur 
Talcaloide de Vinca est realise sur la fonction acide en position 3 apres deacetylation du 
groupement 4-acetoxy et demethylation de la fonction ester en position 3 dudit alcaloi'de 
de Vinca. 
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30. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que l'ancrage sur 
l'alcaloide de Vinca est realise sur la fonction acide en position 3 directement par 
reaction sur la fonction ester en position 3 dudit alcaloide de Vinca. 

31. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que l'ancrage sur 
5 l'alcaloide de Vinca est realise par une fonction ester ou thioester sur la fonction 

hydroxyle en position 3. 

32. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que l'ancrage sur 
l'alcaloide de Vinca est realise par une fonction amide ou une fonction ester ou une 
fonction hydrazide sur la fonction acide en position 4. 

10 33. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que l'ancrage sur 

l'anticorps est realise sur les oligosaccharides, les lysines et/ou les acides aspartique et 
glutamique. 

34. Compose selon la revendication 33, caracterise en ce que l'ancrage sur 
l'anticorps est realise par reaction d'une fonction amine, d'une fonction hydrazine, d'une 

1 5 fonction hydrazide ou d'une fonction acide acti vee. 

35. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que l'ancrage sur 
l'anticorps est realise par reaction d'une fonction epoxyde ou d'une fonction disulfure, 
d'une fonction sulfure, d'une fonction acide activee avec un residu azote ou ayec un 
residu hydroxyle ou avec un residu thiol dudit anticorps. 

20 36. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que le lien reliant 

les deux ancrages est constitue d'une chaine peptidique. 

37. Compose selon la revendication 27, caracterise en ce que le lien reliant 
les deux ancrages est constitue d'une chaine carbonee, lineaire ou ramifiee. 

38. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterise en ce que un ou plusieurs groupements aromatiques, ethyleniques ou 

acetyl eniques ainsi qu'une ou plusieurs fonctions cetone, amide, ester, hydrazide, 
hydrazone, amine, ether, sulfure, disulfure sont inclus dans la chaine carbone de fa?on 
distincte ou combinee. 

39. Compose selon la revendication 26, caracterise/ en ce que l'alcaloide de 
30 Vinca est couple directement avec un residu azote ou avec un residu hydroxyle ou avec 

un residu thiol de l'anticorps. 
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40. Compose selon la revendication 26, caracterise en ce que la fonction 
acide en position 4 de I'alcaloide de Vinca est couplee, par Pintermediaire d'une fonction 
hydrazide, avec un residu aldehydique de Tanticorps prealablement genere. 

41. Composition comprenant un compose selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 40. 

42. Utilisation d'un compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 
40 et/ou d'une composition selon la revendication 41 pour la preparation d'un 
medicament destine a la prevention ou au traitement de cancer. 

43. Utilisation selon la revendication 42, caracterisee en ce que ledit cancer 
est un cancer choisi parmi le cancer de la prostate, les osteosarcomes, le cancer du 
poumon, le cancer du sein, le cancer de 1'endometre ou le cancer du colon. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Pierre Fabre Medicament 

<120> Nouveaux immunocon jugues antitumoraux 

<130> D 21449 

<160> 156 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 48 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<220> 

<221> CDS ' 
<222> (1) . . (48) 

<400> 1 

aga tct agt cag age att gta cat agt aat gga aac acc tat tta caa 48 
Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin 
15 10 15 



<210> 2 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 2 

Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin 
15 10 15 



<210> 3 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (21) 

<400> 3 

aaa gtt tec aac cga ctt tat 21 

Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr 
1 5 



<210> 4 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 4 

Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr 
1 5 
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<210> 5 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (27) 

<400> 5 

ttt caa ggt tea cat gtt ccg tgg acg 
Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr 
1 5 



<210> 6 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 6 

Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr 
1 5 



<210> 7 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (18) 

<400> 7 

ggt ggt tat tta tgg aac 
Gly Gly Tyr Leu Trp Asn 
1 5 



<210> 8 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 8 

Gly Gly Tyr Leu Trp Asn 
1 5 



<210> 9 

<211> 48 

<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (48) 



<400> 9 



1er depot 



3 

tac ata age tac gaeggt acc aat aac tac aaa cca tct etc aaa gat 

Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Asp 
15 10 15 



<210> 10 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 10 

Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Asp 
1-5 10 15 



<210> 11 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (24) 

<400> 11 

tac ggt agg gtc ttc ttt gac tac 

Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr 
1 5 



<210> 12 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 12 

Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr 
1 5 



<210> 13 • 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 13 

atgaaatgea gctgggtcat sttctt 



<210> 14 

<211> 26 ; 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 14 

atgggatgga gctrtatcat sytctt 

( 

<210> 15 
<211> 26 
<212> ADN 
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<213> Mus musculus 



<400> 15 

atgaagwtgt ggttaaactg ggtttt 



26 



<210> 16 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 16 

atgractttg ggytcagctt grt 23 



<210> 17 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<210> 18 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 18 

atggctgtcy trgsgctrct cttctg 26 



<210> 19 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<210> 20 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 20 

atgagagtgc tgattctttt gtg 23 



<210> 21 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 17 

atggactcca ggctcaattt agtttt 



26 



<400> 19 

atggratgga gckggrtctt tmtctt 



26 



<400> 21 

atggmttggg tgtggamctt gctatt 



26 



<210> 22 
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<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 22 

atgggcagac ttacattctc attcct 



<210> 23 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 23 

atggattttg ggctgatttt ttttattg 28 



<210> 24 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 24 

atgatggtgt taagtcttct gtacct 



<210> 25 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 25 

atgaagttgc ctgttaggct gttggtgct 29 



<210> 26 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 26 

atggagwcag acacactcct gytatgggt 29 



<210> 27 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 27 

atgagtgtgc tcactcaggt cct 23 



<210> 28 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 28 

atgaggrccc ctgctcagwt tyttgg 



26 
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<210> 29 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 29 

atggatttwc aggtgcagat twtcagctt 



29 



<210> 30 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 30 

atggatttwc argtgcagat twtcagctt 



29 



<210> 31 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 31 

atgaggtkcy ytgytsagyt yctgrg 



26 



<210> 32 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 32 

atgggcwtca agatggagtc aca 



23 



<210> 33 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 33 

atgtggggay ctktttycmm tttttcaat 



29 



<210> 34 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 34 

atggtrtccw casctcagtt cctt 



24 



<210> 35 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 35 



1er depot 



atgtatatat gtttgttgtc tatttc 26 



<210> 36 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 36 

atggaagccc cagctcagct tctctt • 26 



<210> 37 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 37 

atgragtywc .agacccaggt cttyrt 26 



<210> 38 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 38 

atggagacac attctcaggt ctttgt 26 



<210> 39 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 39 

atggattcac aggcccaggt tcttat 26 



<210> 40 
<211> 20 • 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 40 

actggatggt gggaagatgg . 20 



<210> 41 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (42) 

( 

<400> 41 

get gat get gca cca act gta tec ate ttc cca cca tec agt 42 
Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser He Phe Pro Pro Ser Ser 
1 5 10 
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<210> 4 2 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 42 

Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser lie Phe Pro Pro Ser Ser 
15 10 



<210> 43 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 43 

ccatcttccc accatccagt 20 



<210> 44 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 
<400> 44 

ccagtggata gacagatg 18 



<210> 45 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 
<221> CDS 
<222> (1) . . (33) 

<400> 45 

gcc aaa acg aca ccc cca tct gtc tat cca ctg 33 

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu 
15 10 



<210> 46 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 46 

Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu 
15 10 



<210> 47 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Mus 



musculus 



<400> 47 



1er depot 



cccccatctg tctatccact g 



<210> 48 
<211> 438 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (28) . . (393) 



21 



<400> 48 

atgaagttgc ctgttaggct gttggtg ctg atg ttc tgg att cct get tec aga 54 

Leu Met Phe Trp lie Pro Ala Ser Arg 
1 5 



agt gat gtt ttg atg ace caa att cca etc tec ctg cct gtc agt ctt 
Ser Asp Val Leu Met Thr Gin lie Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu 
10 1 15 20 25 



102 



gga gat caa gee tec ate tct tgc aga tct agt cag age att gta cat 150 
Gly Asp Gin Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His 
30 35 40 

agt aat gga aac acc tat tta caa tgg tac ctg cag aaa cca ggt cag 198 
Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin 
45 . 50 55 

tct cca aag etc ctg ate tac aaa gtt tec aac cga ctt tat ggg gtc 246 
Ser Pro Lys Leu Leu lie Tyr Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val . 
60 65 70 

cca gac agg ttc agt ggc agt gga tea ggg aca gat ttc aca etc aag 294 
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys 
75 80 85 

ate age age gtg gag get gag gat ctg gga gtt tat tac tgc ttt caa 342 
lie Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin 
90 95 100 105 

ggt tea cat gtt ccg tgg acg ttc ggt gga ggc acc aag ctg gaa ate 390 
Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie 
110 115 120 



aaa egg getgatgetg caccaactgt atccatcttc ccaccatcca gt 
Lys 



438 



<210> 49 
<211> 122 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 49 

Leu Met Phe Trp lie Pro Ala Ser Arg Ser Asp Val Leu Met Thr Gin 
15 10 15 



lie Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly Asp Gin Ala Ser lie Ser 
20 25 30 
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10 

Cys Arg Ser Ser Gin Ser He Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu 
35 40 45 

Gin Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr 
50 5 5 60 

Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser 
65 70 75 80 

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He Ser Ser Val Glu Ala Glu 
85 90 95 

Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr 
100 105 110 



Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
115 120 



<210> 50 
<211> 438 
<212> ADN 

<213> Mus mus cuius 



<400> 50 

tacttcaacg 

caaaactact 

agaacgt ct a 

gacgtctttg 

ccccagggtc 

tcgcacctcc 

tgcaagccac 

tagaagggtg 



gacaatccga 
gggtttaagg 
gatcagt etc 
gtccagtcag 
tgtccaagtc 
gactcctaga 
ctccgtggtt 
gtaggtca 



caaccacgac 
tgagagggac 
gtaacatgta 
aggtttcgag 
accgtcacct 
ccctcaaata 
cgacctttag 



tacaagacct 
ggacagtcag 
tcattacctt 
gactagatgt 
agtccctgtc 
atgacgaaag 
tttgcccgac 



aaggacgaag 
aacctctagt 
tgtggataaa 
ttcaaaggtt 
taaagtgtga 
ttccaagtgt 
tacgacgtgg 



gtcttcacta 60 
teggaggtag 12 0 
tgttaccatg 180 
ggctgaaata 240. 
gttctagtcg 300 
acaaggcacc 360 
ttgacatagg 420 
438 



<210> 51 
<211> 438 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (25) . . (405) 

<400> 51 

atgatggtgt taagtcttct gtac etc ttg aca gec att cct ggt ate ctg 51 

Leu Leu Thr Ala He Pro Gly He Leu 
1 5 

tct gat gta cag ctt cag gag tea gga cct ggc etc gtg aaa cct tct 99 
Ser Asp Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser 
10 15 20 25 

cag tct ctg tct etc acc tgc tct gtc acc ggc tac tec ate acc ggt 147 
Gin Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser He Thr Gly 
30 35 40 

ggt tat tta tgg aac tgg ate egg cag ttt cca gga aac aaa ctg gag 195 
Gly Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu 
45 50 55 
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tgg atg ggc tac ata -age tac gac ggt acc aat aac tac aaa cca tct 243 

Trp Met Glv Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser 
60 65 70 

etc aaa gat cga ate tec ate act cgt gac aca tct aag aac cag ttt 291 
Leu Lys Asp Arg lie Ser lie Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe 
75 80 85 

ttc ctg aag ttg aat tct gtg act aat gaa gac aca get aca tat tac 339 
Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr 
90 95 100 105 

tgt gca aga tac ggt agg gtc ttc ttt gac tac tgg ggc caa ggc acc 387 
Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe ' Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr 
110 115 120 

act etc aca gtc tec tea gecaaaaega cacccccatc tgtctatcca ctg 438 
Thr Leu Thr. Val Ser Ser 
125 



<210> 52 
<211> 127 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 52 

Leu Leu Thr Ala lie Pro Gly He Leu Ser Asp Val Gin Leu Gin Glu 
1 * 5 10 15 - 

Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin Ser Leu Ser Leu Thr Cys 
20 25 30 

Ser Val Thr Gly Tyr Ser He Thr Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp lie 
35 40 45 

Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp Met Gly Tyr lie Ser Tyr 
50 55 60 

Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Asp Arg He Ser He 
65 70 75 80 

Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val 
85 90 95 

Thr Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val 
100 105 110 

Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 
115 120 125 



<210> 53 
<211> 438 
<212> ADN 

<213> Mus musculus 



<400> 53 

tactaccaca attcagaaga catggacaac tgtcggtaag gaccatagga cagactacat 60 
gtcgaagtcc tcagtcctgg accggagcac tttggaagag tcagagacag agagtggacg 120 
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agacagtggc cgatgaggta gtggccacca ataaatacct tgacctaggc cgtcaaaggt 180 

cctttgtttg acctcaccta cccgatgtat tcgatgctgc catggttatt gatgtttggt 240 

agagagtttc tagcttagag gtagtgagca ctgtgtagat tcttggtcaa aaaggacttc 300 

aacttaagac actgattact tctgtgtcga tgtataatga cacgttctat gccatcccag 360 

aagaaactga tgaccccggt tccgtggtga gagtgtcaga ggagtcggtt ttgctgtggg 420 

ggtagacaga taggtgac 438 



<210> 54 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 54 

Asp Val Leu Met Thr Gin lie Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly 
15 10 15 

Asp Gin Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 

Pro Lys Leu Leu lie Tyr Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly 
85 90 95 

Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys 
100 105 110 



<210> 55 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 55 

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly 
15 10 15 

Asp Gin Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 

Pro Lys Leu Leu lie Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He 
65 70 75 80 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly 
85 90 95 



Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Asp He Lys 
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100 



105 



110 



<210> 56 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 56 
Asp Val Leu Met 
1 

Asp Gin Ala Ser 
20 

Asn Gly Asn Thr 
35 

Pro Lys Leu Leu 
50 

Asp Arg Phe Ser 
65 

Ser Arg Val Glu 



Ser His Val Pro 
100 



Thr Gin Thr Pro 

5 

lie Ser Cys Arg 



Tyr Leu Glu Trp 
40 

lie Tyr Lys Val 
55 

Gly Ser Gly Ser 
70 

Ala Glu Asp Leu 
85 

Trp Thr Phe Gly. 



Leu Ser Leu Pro 
10 

Ser Ser Gin Ser 
25 

Tyr Leu Gin Lys 



Ser Asn Arg Phe 
60 

Gly Thr Asp Phe 
75 

Gly Val Tyr Tyr 
90 

Gly Gly Thr Lys 
105 



Val Ser Leu Gly 
15 

lie Val His Ser 
30 

Pro Gly Gin Ser 
45 

Ser Gly Val Pro 



Thr Leu Lys He 
80 

Cys Phe Gin Gly 
95 

Leu Glu He Lys 
110 



<210> 57 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 57 

Asp Val Val Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly 
1 5 10 15 

Asp Gin Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Val His Ser 
20 25 30 



Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp 
35 40 

Pro Lys Leu Leu He Tyr Lys Val 
50 " 55 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser 
65 70 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu 
8 5 



Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
45 

Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro 
60 

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 

75 ^80 

Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly 
90 95 



Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 110 



<210> 58 
<211> 112 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 58 

Asp lie Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 
15 10 15 

Glu Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Leu His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gin Ala 
85 90 95 

Leu Gin Thr Pro Gin Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu lie Lys 
100 105 110 



<210> 59 
<211> 100 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 59 

Asp lie Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 
1 5 10 15 

Glu Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Leu His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gin Ala 
85 90 95 

Leu Gin Thr Pro 
100 



<210> 60 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<221> VARIANT 
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<222> (35) . . (36) 

<223> XAA correspond a n ' importe quel acide amine 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (39) 

<223> XAA correspond a n 1 importe quel acide amine 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (99) 

<223> XAA correspond a n * importe quel acide amine 
<400> 60 

Asp lie Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 
15 10 15 

Glu Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser Leu Leu His Ser 
• 20 25 30 

Asp Gly Xaa Xaa Tyr Leu Xaa Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 

Pro Gin Leu Leu lie Tyr Leu Val Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys lie 
65 70 75 80 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gin Ala 
85 90 95 

Leu Gin Xaa Pro Arg Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu lie Lys 
100 105 110 



<210> 61 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 61 

Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 
15 10 15 

Glu Pro Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser He Val His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 ' " 40 45 

Pro Gin Leu Leu He Tyr Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro 
50 55 60 

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He 

65 70 75 80 

( 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly 
85 90 95 

Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu He Lys 
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100 



105 



110 



<210> 62 

<211> 433 

<212> ADM 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (22) . . (414) 

<400> 62 

gtcagaacgc gtgccgccac c atg aag ttg cct gtt agg ctg ttg gtg ctg 51 

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu 

1 5 10 

atg ttc tgg ttt cct get tec age agt gat gtt gtg atg act cag tct 99 
Met Phe Trp Phe Pro Ala Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gin Ser 
15 20 25 

cca etc tec ctg ccc gtc acc cct gga gag ccg gec tec ate tec tgc 147 
Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser lie Ser Cys 
30 35 40 

agg tct agt cag age att gta cat agt aat gga aac acc tat ttg caa 195 
Arg Ser Ser Gin Ser lie Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin 
45 50 55 

tgg tac ctg cag aag cca ggg cag tct cca cag etc ctg ate tat aaa 243 
Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu lie Tyr Lys 
60 65 70 

gtt tct aat egg ctt tat ggg gtc cct gac agg ttc agt ggc agt gga 291 
Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly 
75 80 85 90 



tea ggc aca gat ttt aca ctg aaa ate age aga gtg gag get gag gat 
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp 
95 100 105 



339 



gtt ggg gtt tat tac tgc ttt caa ggt tea cat gtt ccg tgg acg ttc 387 
Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe 
110 115 120 

ggc caa ggg acc aag gtg gaa ate aaa cgt gagtggatcc tetgeg 433 
Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu He Lys 
125 130 



<210> 63 
<211> 131 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 63 

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Phe Pro Ala 
15 10 15 

Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val 
20 25 30 
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Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser lie 

35 40 45 

Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin Trp Tyr Leu Gin Lys Pro 

50 55 60 

Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu lie Tyr Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr 

65 70 75 80 

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

85 90 95 

Leu Lys He Ser Arg Val Glu Ala, Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys 

100 105 110 

Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val 

115 120 125 



Glu He Lys 
130 



<210> 64 
<211> 433 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 64 

cagtcttgcg 

aaaggacgaa 

ggacctctcg 

ttgtggataa 

tttcaaagat 

ctaaaatgtg 

gttccaagtg 

acctaggaga 



cacggcggtg 
ggtcgtcact 
gccggaggta 
acgttaccat 
tagccgaaat 
acttttagtc 
tacaaggcac 
cgc 



gtacttcaac 
acaacactac 
gaggacgtcc 
ggacgt cttc 
accccaggga 
gtctcacctc 
ctgcaagccg 



ggacaatccg 
tgagtcagag 
agat cagtct 
ggtcccgtca 
ctgt ccaagt 
cgactcctac 
gttccctggt 



acaaccacga 
gtgagaggga 
cgtaacatgt 
gaggtgtcga 
caccgtcacc 
aaccccaaat 
tccaccttta 



ctacaagacc 60 
cgggcagtgg 120 
atcattacct 180 
ggactagata 240 
tagtccgtgt 300 
aatgacgaaa 360 
gtttgcactc 420 
433 



<210> 65 
<211> 112 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : 
Oligonucleotide 

<400> 65 

Asp He Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 
15 10 15 

Glu Pro Ala Ser He Ser Cys Arg Ser Ser Gin Ser He Val His Ser 
20 25 30 

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin Trp Tyr Leu" Gin Lys Pro Gly Gin Ser 
35 40 45 f 



Pro Gin Leu Leu He Tyr Lys Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro 
50 55 60 
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Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He 
65 70 ' 75 80 

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly 
85 90 95 



Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu He Lys 
100 105 110. 



<210> 66 
<211> 433 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (22) . . (414) 

<400> 66 

gtcagaacgc gtgccgccac c atg aag ttg cct gtt agg ctg ttg gtg ctg 51 

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu 
15 10 

atg ttc tgg ttt cct get tec age agt gat att gtg atg act cag tct 99 
Met Phe Trp Phe Pro Ala Ser Ser Ser Asp He Val Met Thr Gin Ser 
15 20 25 

cca etc tec ctg ccc gtc acc cct gga gag ccg gee tec ate tec tgc 147 
Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser He Ser Cys 
30 35 40 

agg tct agt cag age att gta cat agt aat gga aac acc tat ttg caa 195 
Arg Ser Ser Gin Ser He Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Gin 
45 50 55 

tgg tac ctg cag aag cca ggg cag tct cca cag etc ctg ate tat aaa 243 
Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu He Tyr Lys 
60 65 70 

gtt tct aat egg ctt tat ggg gtc cct gac agg ttc agt ggc agt gga 291 
Val Ser Asn Arg Leu Tyr Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly 
75 80 85 90 

tea ggc aca gat ttt aca ctg aaa ate age aga gtg gag get gag gat 339 
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp 
95 100 105 

gtt ggg gtt tat tac tgc ttt caa ggt tea cat gtt ccg tgg acg ttc 387 
Val Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe 
110 115 120 

ggc caa ggg acc aag gtg gaa ate aaa cgt gagtggatcc tetgeg 433 
Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu lie Lys 
125 130 



<210> 67 
<211> 131 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<400> 67 

Met Lys Leu Pro Val Arg 
1 5 



Leu Leu 



Val Leu Met 
10 



Phe Trp Phe Pro Ala 
15 



Ser Ser Ser Asp lie Val Met Thr Gin Ser Pro 
20 25 



Leu Ser Leu Pro Val 
30 



Thr Pro Gly Glu Pro Ala 
35 



Ser lie Ser Cys Arg 
40 



Ser Ser Gin Ser lie 
45 



Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr 
50 55 



Leu Gin Trp 



Tyr Leu Gin Lys Pro 

. 60 



Gly Gin Ser Pro Gin Leu Leu lie Tyr Lys Val 
65 70 75 



Ser Asn Arg Leu Tyr 
80 



Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser 
85 90 



Gly Thr Asp Phe Thr 
95 



Leu Lys lie Ser Arg Val 
100 



Glu Ala 



Glu Asp Val 
105 



Gly Val Tyr Tyr Cys 
110 



Phe Gin Gly Ser His Val Pro Trp Thr Phe Gly 
115 120 



Gin Gly Thr Lys Val 
125 



Glu lie Lys 
130 



<210> 68 
<211> 433 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 68 
cagt cttgcg 
aaaggacgaa 
ggacctctcg 
ttgtggat a'a 
tttcaaagat 
ctaaaatgtg 
gttccaag tg 
acctaggaga 



cacggcggtg 
ggtcgtcact 
gccggaggta 
acgttaccat 
tagccgaaat 
acttttagtc 
tacaaggcac 
cgc 



gtacttcaac 
acaacactac 
gaggacgtcc 
ggacgtct t c 
accccaggga 
gtctcacctc 
ctgcaagccg 



ggacaatccg 
tgagtcagag 
agatcagtct 
ggtcccgtca 
ctgtccaagt 
cgactcctac 
gttccctggt 



acaaccacga 
gtgagaggga 
cgtaacatgt 
gaggtgt cga 
caccgt cacc 
aaccccaaat 
tccaccttta 



ctacaagacc 60 
cgggcagtgg 120 
atcattacct 180 
ggactagata 240 
tagtccgtgt 300 
aatgacgaaa 360 
gtttgcactc 420 
433 



<210> 69 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Mus mus cuius 



<400> 69 

Asp Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin 
15 10 15 

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser lie Thr Gly Gly 
20 25 30 



Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 
35 40 45 



1er depot 



Met Gly Tyr lie Ser 
50 

Lys Asp Arg lie Ser 
65 

Leu Lys Leu Asn Ser 
85 

Ala Arg Tyr Gly Arg 
100 



20 



Tyr Asp Gly Thr Asn Asn 
55 

lie Thr Arg Asp Thr Ser 
70 75 

Val Thr Asn Glu Asp Thr 
90 

Val Phe Phe Asp Tyr Trp 
105 



Tyr Lys Pro Ser Leu 
60 

Lys Asn Gin Phe Phe 
80 

Ala Thr Tyr Tyr Cys 
95 

Gly Gin Gly Thr Thr 
110 



Leu Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 70 
<211> 118 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 70 

Asp Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin 
15 10 15 

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Tyr Ser lie Thr Ser Gly 
20 25 30 

Tyr Tyr Trp Asn Trp lie Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 
35 40 45 

Met Gly Tyr He Asn Tyr Asp Gly Asn Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Asn Arg He Ser He Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Phe 
65 70 75 80 

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Glu Gly Tyr Gly Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr 
100 105 110 

Thr Leu Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 71 
<211> 118 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 71 

Glu Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gin 
15 10 15 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser He Thr Ser Gly 
20 25 30 

Tyr Trp Asn Asn Trp He Arg Gin Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 
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35 40 45 

Met Gly Tyr lie Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Ser Arg lie Ser lie Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Tyr Phe 
65 70 75 80 

Leu Gin Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Gly Gly Tyr Gly Tyr Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr 
100 105 110 

Thr Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 72 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 72 

Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gin 
15 10 15 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Val Ser Ser Tyr 
20 25 30 

Trp Ser Trp Asn Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 

lie Gly Arg He Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Xaa Tyr Asn Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Ser Arg Val Thr He Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Glu. Leu Pro Gly Gly Tyr Asp Val Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 110 

Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 73 
<211> 123 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 73 

Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1 5 10 15 f 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser He Ser Ser Gly 
20 • 25 30 
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Tyr Tyr Trp Ser Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 

lie Gly Ser Met Phe His Ser Gly Ser Ser Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Ser Arg Val Thr lie Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Leu Gin Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Gly Arg Tyr Cys Ser Ser Thr Ser Cys Asn Trp Phe Asp Pro 
100 105 110 



Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
115 120 



<210> 74 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapi< 

<400> 74 
Gin Val Gin Leu 
1 

Thr Leu Ser Leu 
20 

Tyr Tyr Trp Ser 
35 

He Gly Ser He 
50 

Lys Ser Arg Val 
65 

Leu Lys Leu Ser 



Ala Arg 



ns 



Gin Glu Ser Gly 
5 

Thr Cys Thr Val 



Trp He Arg Gin 
40 

Tyr His Ser Gly 
55 

Thr He Ser Val 
70 

Ser Val Thr Ala 
85 



Pro Gly Leu Val 
10 

Ser Gly Tyr Ser 
25 

Pro Pro Gly Lys 



Ser Thr Tyr Tyr 
60 

Asp Thr Ser Lys 
75 

Ala Asp Thr Ala 
90 



Lys Pro Ser Glu 
15 

He Ser Ser Gly 
30 

Gly Leu Glu Trp 
45 



Asn Pro Ser Leu 



Asn Gin Phe Ser 
80 

Val Tyr Tyr Cys 
95 



<210> 75 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 75 

Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
15 10 15 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser He Thr Gly Gly 
20 25 30 



Tyr Leu Trp Asn Trp He Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 
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Met Gly Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Asp Arg lie Thr lie Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 " 95 

Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 110 

Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 76 

<211> 445 

<212> ADN • 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (22) . . (426) 



<400> 76 

gtcagaacgc gtgccgccac c atg aaa gtg ttg agt ctg ttg tac etc ttg 51 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu 
1 5 ' 10 

aca gec att cct ggt ate ctg tct cag gtg cag ctt cag gag teg ggc . 99 
Thr Ala lie Pro Gly lie Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly 
15 20 25 

cca gga ctg gtg aag cct teg gag acc ctg tec etc acc tgc act gtc 147 
Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 
30 35 40 

tct ggt tac tec ate acc ggt ggt tat tta tgg aac tgg ata egg cag 195 
Ser Gly Tyr Ser lie Thr Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin 
45 50 55 

ccc cca ggg aag gga ctg gag tgg atg ggg tat ate age tac gac ggt 243 
Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Glv Tyr lie Ser Tyr Asp Gly 
60 65 70 

acc aat aac tac aaa ccc tec etc aag gat cga ate acc ata tea cgt 291 
Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Asp Arg lie Thr lie Ser Arg 
75 80 85 90 

gac acg tec aag aac cag ttc tec ctg aag ctg age tct gtg acc get 339 
Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala 
95 100 105 

gcg gac act gca gtg tat tac tgt gcg aga tac ggt agg gtc ttc ttt 387 
Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe 
110 115 120 f 

gac tac tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc tec tea ggtgagtgga 436 
Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
125 130 
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tcctctgcg 



4 4.5 



<210> 77 
<211> 135 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 77 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu 
1 5 



Tyr Leu Leu Thr Ala 
10 



lie Pro Gly He 
15 



Leu Ser Gin Val Gin 
20 



Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly 
25 



Leu Val Lys Pro 
30 



Ser Glu Thr Leu Ser 
35 



Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly 
40 



Tyr Ser He Thr 
45 



Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp 
50 55 



He Arg Gin Pro Pro 
60 



Gly Lys Gly Leu 



Glu Trp Met Gly Tyr He Ser 
65 70 



Tyr Asp Gly Thr Asn 
75 



Asn Tyr Lys Pro 
80 



Ser Leu Lys Asp Arg He Thr 
85 



He Ser Arg Asp Thr 
90 



Ser Lys Asn Gin 
95 



Phe Ser Leu Lys Leu 
100 



Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp 
105 



Thr Ala Val Tyr 
110 



Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg 
115 



Val Phe Phe Asp Tyr 
120 



Trp Gly Gin Gly 
125 



Thr Leu Val Thr Val 
130 



Ser Ser 



<210> 78 
<211> 445 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 78 

cagtcttgcg 

ggaccatagg 

ctctgggaca 

ttgacctatg 

ccatggttat 

ttcttggtca 

acacgctcta 

aggagtccac 



cacggcggtg 
acagagtcca 
gggagtggac 
ccgtcggggg 
tgatgtttgg 
agagggact t 
tgccatccca 
tcacctagga 



gtactttcac 
cgtcgaagtc 
gtgacagaga 
tcccttccct 
gagggagttc 
cgactcgaga 
gaagaaactg 
gacgc 



aactcagaca 
ctcagcccgg 
ccaatgaggt 
gacctcacct 
ctagcttagt 
cactggcgac 
atgaccccgg 



acatggagaa 
gtcctgacca 
agtggccacc 
accccatata 
ggtatagtgc 
gcctgtgacg 
tcccttggga 



ctgtcggtaa 60 
cttcggaagc 120 
aataaatacc 180 
gtcgatgctg 240 
actgtgcagg 300 
tcacataatg 360 
ccagtggcag 420 
445 



<210> 79 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 79 
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Gin Val Gin Leu Gin Glu Se.r Gly 
1 5 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 
20 

Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin 

35 40 



Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
10 15 

Ser Gly Tyr Ser He Thr Gly Gly 
25 30 

Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
45 



He Gly Tyr He Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu 
50 55 60 

Lys Asp Arg Val Thr He Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 
65 70 . 75 i 80 



Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
35 90 . 95 

Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105. 110 



Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 80 
<211> 445 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (22) . . (426) 



<400> 80 

gtcagaacgc gtgccgccac c atg aaa gtg ttg agt ctg ttg tac etc ttg 51 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu 
1 5 10 

aca gec att cct ggt ate ctg tct cag gtg cag ctt cag gag teg ggc 99 
Thr Ala lie Pro Gly He Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly 
15 20 25 

cca gga ctg gtg aag cct teg gag acc ctg tec etc acc tgc act gtc 147 
Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 
30 ' 35 4 0 

tct ggt tac tec ate acc ggt ggt tat tta tgg aac tgg ata egg cag 195 
Ser Gly Tyr Ser He Thr Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp He Arg Gin 
4 5 50 55 

ccc cca ggg aag gga ctg gag tgg ate ggg tat ate age tac gac ggt 243 
Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp He Gly Tyr lie Ser Tyr Asp Gly 
60 65 70 



acc aat aac tac aaa ccc tec etc 
Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu 
75 80 

gac acg tec aag aac cag ttc tec 
Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 



aag gat cga gtc acc ata tea cgt 291 
Lys Asp Arg Val Thr He Ser Arg 
85 90 

ctg aag ctg age tct gtg acc get 339 
Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala 
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95 100 105 

gcg gac act gca gtg tat tac tgt gcg aga tac ggt agg gtc ttc ttt 387 
Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe 
110 115 120 

gac tac tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc tec tea ggtgagtgga 436 
Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
125 130 

tcctctgcg 445 



<210> 81 
<211> 135 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 81 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala lie Pro Gly lie 
15 10 15 

Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro 
20 25 30 

Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser lie Thr 
35 40 45 

Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
50 55 60 

Glu Trp lie Gly Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro 
65 70 75 80 

Ser Leu Lys Asp Arg Val Thr lie Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gin 
85 90 95 

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr 
100 105 110 

Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly 
115 120 125 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
130 



<210> 82 
<211> 445 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 82 

cag tct tgcg 

ggaccatagg 

ctctgggaca 

ttgacctatg 

ccatggttat 

ttcttggtca 

acacgctcta 

aggagtccac 



caeggeggtg 
acagagtcca 
ggg^gtggac 
ccgt eggggg 
tga tgt ttgg 
agagggact t 
tgccatccca 
tcacctagga 



gtactttcac 
cgtcgaagtc 
gtgacagaga 
tccct tccct 
gagggagttc 
cgactcgaga 
gaagaaactg 
gaege 



aactcagaca 
ctcagcccgg 
ccaatgaggt 
gacctcacct 
ctagctcagt 
cactggcgac 
atgaccccgg 



acatggagaa 
gtcctgacca 
agtcgccacc 
ageccatata 
ggta tagtgc 
gcctgtgacg 
tcccttggga 



ctgtcggtaa 60 
etteggaage 120 
aataaatacc 180 
gtcgatgctg 240 
actgtgcagg 300 
tcacataatg 360 
ccagtggcag 420 
445 
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<210> 83 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 83 

Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1 5 10 15 

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser lie Ser Gly Gly 
20 25 30 

Tyr Leu Trp Asn Trp lie Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 

lie Gly Tyr lie Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu 
50 • 55 60 

Lys Asp Arg Val Thr lie Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser 
65 70 75 80 

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 110 

Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 84 
<211> 445 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (22) . . (426) 

<400> 84 

gtcagaacgc gtgccgccac c atg aaa gtg ttg agt ctg ttg tac etc ttg 51 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu 
1 5 10 

aca gec att cct ggt ate ctg tct cag gtg cag ctt cag gag teg ggc 99 
Thr Ala He Pro Gly He Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly 
15 20 25 

cca gga ctg gtg aag cct teg gag acc ctg tec etc acc tgc act gtc 147 
Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 
30 35 40 

tct ggt tac tec ate age ggt ggt tat tta tgg aac tgg ata egg cag 195 
Ser Gly Tyr Ser He Ser Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp He Arg Gin 

45 50 55 



ccc cca ggg aag gga ctg gag tgg ate ggg tat ate age tac gac ggt 



243 
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Pro Pro Gly Lys Glv Leu Glu Trp lie Gly Tyr lie Ser Tyr Asp Gly 
60 65 70 

acc aat aac tac aaa ccc tec etc aag gat cga gtc acc ata tea gtg 291 
Thr Asn Asn Tyr Lys Pro Ser Leu Lys Asp Arg Val Thr lie Ser Val 
75 80 85 90 

gac acg tec aag aac cag ttc tec ctg aag ctg age tct gtg acc get 339 
Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala 
95 100 105 

gcg gac act gca gtg tat tac tgt gcg aga tac ggt agg gtc ttc ttt 387 
Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe 
110 115 120 

gac tac tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc tec tea ggtgagtgga 436 
Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
125 " 130 

tcctctgcg 445 



<210> 85 

<211> 135 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 85 

Met Lys Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala lie Pro Gly lie 
15 10 15 

Leu Ser Gin Val Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro 
20 25 30 

Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser lie Ser 
35 40 45 

Gly Gly Tyr Leu Trp Asn Trp He Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
50 55 60 

Glu Trp He Gly Tyr He Ser Tyr Asp Gly Thr Asn Asn Tyr Lys Pro 
65 70 75 80 

Ser Leu Lys Asp Arg Val Thr He Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gin 
85 90 95 

Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr 
100 105 110 

Tyr Cys Ala Arg Tyr Gly Arg Val Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly 
115 12 0 12 5 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
130 



<210> 86 
<211> 445 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<400> 86 

cagtcttgcg cacggcggtg 
ggaccatagg acagagtcca 
ctctgggaca gggagtggac 
ttgacctatg ccgtcggggg 
ccatggttat tgatgtttgg 
ttcttggtca agagggactt 
acacgctcta tgccatccca 
aggagtccac tcacctagga 



29 



gtactttcac aactcagaca 
cgtcgaagtc ctcagcccgg 
gtgacagaga ccaatgaggt 
tcccttccct gacctcacct 
gagggagttc ctagctcagt 
cgactcgaga cactggcgac 
gaagaaactg atgaccccgg 
gacgc 



acatggagaa ctgtcggtaa 60 
gtcctgacca cttcggaagc 120 
agtcgccacc aataaatacc 180 
agcccatata gtcgatgctg 240 
ggtatagtca cctgtgcagg 300 
gcctgtgacg tcacataatg 360 
tcccttggga ccagtggcag 420 

4 45 



<210> 87 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 

<400> 87 

gtcagaacgc gtgccgcc 18 



<210> 88 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 

<400> 88 

accatgaagt tgcctgttag gctgttggtg ct 32 



<210> 89 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 

<400> 89 

gatgttctgg tttcctgctt ccagcagtga tg 32 



<210> 90 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 



<400> 90 

ttgtgatgac tcagtctcca ctctccctgc cc 



32 
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<210> 91 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 91 

gtcacccctg gagagccggc ctccatctcc tg 

<210> 92 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 92 

caggtctagt cagaccatta tacatagtaa tg 

<210> 93 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 93 

gaaacaccta tttggaatgg tacctgcaga 

<210> 94 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 94 

ggcaacttca tggtggcggc acgcgttctg ac 

<210> 95 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell* 
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Oligonucleotide 
<400> 95 

gaaaccagaa catcagcacc aacagcctaa ca 



<210> 96 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 96 

ctgagtcatc acaacatcac tgctggaagc ag 



<210> 97 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 97 

tctccagggg tgacgggcag ggagagtgga ga 



<210> 98 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 98 

tctgactaga cctgcaggag atggaggccg gc 



<210> 99 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 99 

aaataggtgt ttccattact atgtacaatg c 



<210> 100 
<211> 32 
<212> ADN 
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<213> Sequence art if icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 100 

cagggcagtc tccacagctc ctgatctata aa 

<210> 101 

<211> 32 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleot ide 

<400> 101 

gtttctaatc ggctttatgg ggtccctgac ag 

<210> 102 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 102 

gttcagtggc agtggatcag gcacagattt ta 

<210> 103 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 103 

cactgaaaat cagcagagtg gaggctgagg at 

<210> 104 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 

<400> 104 

gttggggttt attactgctt tcaaggttca ca 
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<210> 105 ■ 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 105 

tgttccgtgg acg'ttcggcc aagggaccaa gg 



<210> 106 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 106 

tggaaatcaa acgtgagtgg atcctctgcg 

<210> 107 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 107 

tctgcaggta ccattgc 

<210> 108' 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 108 

tgcaatggta cctgcagaag c 

<210> 109 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 
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<400> 109 

agactgccct ggcttctgca ggtaccattg ca 

<210> 110 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 110 

cgattagaaa ctttatagat caggagctgt gg 

<210> 111 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Ol igonucleotide 

<400> 111 

tgccactgaa cctgtcaggg accccataaa gc 

<210> 112 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 112 

gattttcagt gtaaaatctg tgcctgatcc ac 

<210> 113 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
01 igonucleotide 

<400> 113 

taaaccccaa catcctcagc ctccactctg ct 

<210> 114 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 114 

tccacggaac atgtgaacct tgaaagcagt aa 



<210> 115 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 115 ' 

tttgatttcc accttggtcc cttggccgaa c 



<210> 116 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 116 

cgcagaggat ccactcacg 

<210> 117 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Ol igonucleot ide 

<400> 117 

gtcagaacgc gtgccgcc 

<210> 118 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 

<400> 118 

accatgaaag tgttgagtct gttgtacctc ttga 
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<210> 119 
<211> 34 
<212> ADM 

<213> Sequence art if iciel le 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 119 

cagccattcc tggtatcctg tctcaggtgc agct 

<210> 120 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 120 

tcaggagtcg ggcccaggac tggtgaagcc ttcg 



<210> 121 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 121 

gagaccctgt ccctcacctg cactgtctct ggt 



<210> 122 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 122 

tactccatca ccggtggtta tttatggaac tgg 



<210> 123 
<211> 33 
<*212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 
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<400> 123 

atacggcagc ccccagggaa gggactggag tgg 



<210> 124 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 124 

atggggtata tcagctacga cggtaccaat aac 



<210> 125 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 125 

tcaacacttt catggtggcg gcacgcgttc tgac 



<210> 126 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 126 

ataccaggaa tggctgtcaa gaggtacaac agac 



<210> 127 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 127 

tgggcccgac tcctgaagct gcacctgaga cagg 

<210> 128 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



1 er depot 



38 

<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 128 

tgagggacag ggtctccgaa ggcttcacca gtcc 

<210> 129 

<211> 34 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Ol igonucleot ide 

<400> 129 

ccaccggtga tggagtaacc agagacagtg cagg 

<210> 130 

<211> 34 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 130 

ccctgggggc tgccgtatcc agttccataa ataa 

<210> 131 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell 
Oligonucleotide 

<400> 131 

tagctgatat accccatcca ctccagtccc tt 

<210> 132 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificiell* 
Oligonucleotide 

<400> 132 
gttattggta ccgtcg 



<210> 133 
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<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 133 

tacgacggta ccaataacta c 

<210> 134 

<211> 32 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleot ide 

<400> 134 

aaaccctccc ' tcaaggatcg aatcaccata tc 

<210> 135 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 135 

acgtgacacg tccaagaacc agttctccct ga 

<210> 136 
<211> 32 
<212> ADN • 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle- 
Oligonucleot ide 

<400> 136 

agctgagctc tgtgaccgct gcggacactg ca 

<210> 137 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 



<400> 137 
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gtgtattact gtgcgagata cggtagggtc tt 



<210> 133 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Ol igonucleotide 

<400> 138 

ctttgactac tggggccagg gaaccctggt ca 



<210> 139 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 139 

ccgtctcctc aggtgagtgg atcctctgcg 



<210> 140 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 140 

agggagggtt tgtagttatt ggtaccgtcg ta 



<210> 141 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 141 

acgtgtcacg tgatatggtg attcgatcct tg 



<210> 142 

<211> 32 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielie 
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<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 142 

agagctcagc ttcagggaga actggttctt gg 



<210> 143 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 143 

cagtaataca ctgcagtgtc cgcagcggtc ac 

<210> 144 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle . 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 144 

agtagtcaaa gaagacccta ccgtatctcg ca 

<210> 145 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 145 

ctgaggagac ggtgaccagg gttccctggc ccc 

<210> 146 . 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle 
Oligonucleotide 

<400> 146 

cgcagaggat ccactcac 



<210> 147 
<211> 31 
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<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 147 

ctggttactc catcagcggt ggttatttat g 



<2I0> 148 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 148 

cataaataac caccgctgat ggagtaacca g 



<210> 149 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 149 

gggactggag tggatcgggt atatcagcta c 



<210> 150 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 150 

gtagctgata tacccgatcc actccagtcc c 



<210> 151 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 151 

tccctcaagg atcgagtcac catatcacgt g 



<210> 152 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 152 
cacgtgatat 



sapiens 
ggtgactcga 



tccttgaggg a 



<210> 153 

<211> 39 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 153 

gatcgagtca ccatatcagt ggacacgtcc aagaaccag 
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<210> 154 
<211> 39 
<212> ADM 

<213> Homo sapiens 



<400> 154 

ctggttcttg gacgtgtcca ctgatatggt gactcgatc 



<210> 155 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Homo 

<400> 155 
gcttccagca 



sapiens 
gtgatattgt 



gatgactcag t 



<210> 156 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 156 

actgagtcat cacaatatca ctgctggaag c 
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